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RESUMO 
 
 
A espécie Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish., (Asteraceae) é conhecida 
popularmente como Candeia e, ocorre naturalmente na região de Cerrado, inclusive  no 
município de Diamantina, região do Vale do Jequitinhonha e  Mucuri. Na medicina popular 
tem sido utilizada no tratamento de úlceras estomacais, como anti-inflamatória, cicatrizante 
e contra infecções bacterianas e fúngicas. Apesar de sua rica biodiversidade, muitas espécies 
endêmicas deste bioma ainda são pouco estudadas do ponto de vista químico e biológico. 
Diante disso, é necessário maiores investimentos em pesquisas com plantas medicinais, 
principalmente, quando se trata de doenças cujo arsenal terapêutico é limitado e/ou tratamento 
apresenta limitações de eficácia e efeitos colaterais, como é o caso da Doença de Chagas, 
Leishmanioses, Câncer e as infecções bacterianas e fúngicas. Estudos preliminares com cerca 
de 32 plantas desta região já foram realizados anteriormente pelo nosso grupo e, dentre elas a 
espécie E. erythropappus se mostrou promissora por apresentar importantes atividades 
biológicas, sendo selecionada neste estudo para dar prosseguimento nos seus estudos 
químicos e biológicos. Desta forma, o extrato etanólico bruto obtido das partes aéreas de E. 
erythropappus foi utilizado inicialmente para obtenção das frações hexânica, diclorometânica 
e hidroalcoólica, dos quais resultaram na identificação de oito metabólitos secundários, 
pertencentes às classes dos ácidos e ésteres de ácidos graxos, terpenóide, composto fenólico e 
flavonóides. Os ensaios das atividades biológicas foram avaliados utilizando o extrato 
etanólico bruto e suas respectivas frações hexânica, diclorometânica e hidroalcoólica. Na 
atividade antitumoral, todos os extratos apresentaram-se ativos frente ambas as linhagens 
tumorais (MDA-MB-231 e A549), sendo que o mais promissor foi à fração diclorometânica, 
em que foi encontrada a substância hidroquinona. A atividade tripanocida, verificada frente à 
cepa Colombiana, também demonstrou potente atividade para todos os extratos (bruto e 
frações), de forma que a fração hidroalcoólica foi a mais ativa sobre a cepa de T. cruzi, que 
apresentou na caracterização fitoquímica a presença dos flavonoides quercetina e rutina. Na 
avaliação da atividade leishmanicida, também foi verificado potente efeito do extrato e 
frações frente ambas as cepas de leishmania (cepa M2269 de L. amazonensis e cepa PP75 de 
L. infantum), sendo que as frações diclorometânica e hidroalcoólica foram as mais ativas. Na 
atividade antimicrobiana, foi verificada que as frações inibiram às bactérias P. aeruginosa, S. 
aureus e L. monocytogenes, no qual o mais ativo foi à fração diclorometânica. Frente os  
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fungos leveduriformes, a fração hexânica apresentou forte atividade antifúngica frente à cepa 
C. tropicalis e, a fração diclorometânica forte atividade antifúngica frente às cepas C. 
albicans e C. tropicalis, monstrando-se como as mais promissoras. Com relação à 
citotoxicidade sobre fibroblastos de camundongos da linhagem L929 e sobre a linhagem de 
macrófagos RAW 264.7, as frações apresentaram graus consideráveis de citotoxicidade, 
apresentando IS insatisfatórios, sendo a fração diclorometânica a que apresentou maior 
percentagem de morte celular para ambas as linhagens. Diante disso, este trabalho contribuiu 
para o conhecimento químico e biológico da espécie E. erythropappus, uma vez muitos 
compostos identificados nas frações são relatados pela primeira vez nesta espécie vegetal, 
contudo, praticamente todos estes metabólitos secundários já são descritos por demonstrarem 
atividade frente os ensaios propostos, exceto o palmitato de etila, o ácido linolênico e o 
linolenato de etila, identificados na fração hexânica e, que já são descritos por apresentarem 
ação antimicrobiana e antitumoral, porém, carecem de estudos frente atividades tripanocidas e 
leishmanicidas. 
 
Palavras-chave: Plantas medicinais; perfil fitoquímico; atividade antitumoral; atividade 
tripanocida; atividade leishmanicida; atividade antibacteriana; atividade antifúngica.  
  
ABSTRACT 
 
 
The species Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish., (Asteraceae) is popularly known as 
Candeia and occurs naturally in the Cerrado region, including in the municipality of 
Diamantina, Jequitinhonha Valley and Mucuri region. In folk medicine it has been used in the 
treatment of stomach ulcers, such as anti-inflammatory, healing and against bacterial and 
fungal infections. Despite its rich biodiversity, many endemic species of this biome are still 
poorly studied concercening the chemical composition and biological activies. Consequently, 
it is necessary to invest more in research on medicinal plants, especially when dealing with 
diseases whose therapeutic arsenal is limited and / or treatment has limitations of efficacy and 
side effects, such as Chagas Disease, Leishmaniasis, Cancer and bacterial and fungal 
infections. Preliminary studies with about 32 plants of this region have already been carried 
out previously by our group and among them the species E. erythropappus was promising for 
several biological activies. Thus, it was selected and the crude ethanolic extract obtained from 
the aerial parts of E. erythropappus was initially used to obtain the hexane, dichloromethane 
and hydroalcoholic fractions. Their fitochemical  identication showed eight secondary 
metabolites, belonging to the classes of acids and esters of fatty acids, terpenoid , phenolic 
compound and flavonoids. Prelimary the biological activies were tested to crude extract and  
results  corrobaret the  previous activities  observed and  their fractions were sequentialy  also 
tested. In the antitumor activity evaluation, all fractions were active against both tumoral lines 
(MDA-MB-231 and A549) and the most promising was the dichloromethane fraction, in 
which hydroquinone was found. The trypanocidal activity verified against the Colombian 
strain was detected for fractions, but the hydroalcoholic fraction was the most active on the T. 
cruzi, which presented in the phytochemical characterization the presence of flavonoids 
quercetin and rutin. In the evaluation of the leishmanicidal activity, a potent effect of the 
extract and fractions on both leishmania strains (L. amazonensis strain M2269 and L. 
infantum strain PP75) was also verified, with the dichloromethane and hydroalcoholic 
fractions being the most active. In the antimicrobial activity investigation, fractions inhibited 
the bacteria P. aeruginosa, S. aureus and L. monocytogenes, but most active was the 
dichloromethane fraction. In contrast to the yeast fungi, the hexanic fraction showed strong 
antifungal activity against the C. tropicalis strain, and the dichloromethic fraction showed 
strong antifungal activity against the C. albicans and C. tropicalis strains. Cytotoxicity 
evaluation showed that both fractions presented considerable degrees of cytotoxicity againt 
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fibroblast of mice of the L929 lineage and the RAW 264.7 macrophages, presenting 
unsatisfactory IS. , The dichloromethane fraction presented the highest percentage of cell 
death to both lines This work contributed to the chemical and biological knowledge of the E. 
erythropappus species, since many compounds identified in the fractions are reported for the 
first time in this plant species, however, practically all these secondary metabolites are already 
described because they demonstrate activity against the tests , except for ethyl palmitate, 
linolenic acid and ethylene linolenate, identified in the hexane fraction, and which are already 
described as having antimicrobial and antitumor action, but lacking studies on trypanocidal 
and leishmanicidal activities. 
 
Keywords: Medicinal plants; phytochemical profile; antitumor activity; trypanocidal activity; 
leishmanicidal activity; antibacterial activity; antifungal activity.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 O uso de plantas medicinais no tratamento de doenças é uma estratégia antiga 
utilizada pela população como forma terapêutica para a cura e a prevenção de várias 
enfermidades (PATEL et al., 2018; RAJ et al., 2018). Antes do século XX, 80% das 
alternativas terapêuticas que eram utilizadas para tratamento de doenças humanas e/ou 
animais eram obtidos a partir de partes de plantas medicinais, tais como folhas, cascas e raízes 
(OGBOLE, SEGUN & ADENIJI 2017). O uso destas ervas pela medicina popular 
desempenham um papel importante na sociedade humana, representando uma fonte 
significativa para busca, avaliação e desenvolvimento de medicamentos em várias partes do 
mundo (REIS et al, 2018). 
 Apesar de  geralmente  não  se conhecerem os metabólitos ativos  presente nas 
plantas medicinais, seu uso popular desde antiguidade, serve para selecionar e dirimir estudos 
científicos para validar  os provavéis efeitos terapêuticos destas plantas e avaliar também sua 
toxicidade (RAJ et al., 2018). Segundo a Organizaçaõ Mundial de Saúde (OMS) estima-se 
que cerca de 80% das pessoas em todo o mundo dependem direta ou indiretamente da 
medicina tracional ou da fitoterapia para o tratamento de enfermidades (PATEL et al., 2018; 
FATIMA, KANWAL & MAHMOOD 2018). Consequentemente, a exploração, utilização e 
conservação desses recursos etnobotânicos é essencial para a restauração e preservação do 
conhecimento tradicional e ecológico (PATEL et al., 2018; RAJ et al., 2018; FATIMA, 
KANWAL & MAHMOOD, 2018). 
 Em decorrência desta realidade, atualmente, há uma grande variedade de pesquisas 
em torno de plantas medicinais voltadas à busca de novos fármacos. Contudo, estima-se que 
somente cerca de 20% do arsenal botânico mundial disponível encontra-se em estudo 
(SUFFREDINI et al., 2004). Além disso, estima-se que na atualidade, 1/3 dos medicamentos 
utilizados pela população são obtidos de recursos naturais à base de plantas. Nas últimas 
décadas, os químicos e farmacêuticos fabricaram vários medicamentos de origem vegetal, 
com resultados efetivos e seguros (BRITO et al., 2015; ALEEBRAHIM-DEHKORDY, et al., 
2017), tais como Cardcor®, Eparema®, Tamarine®, Pasalix®, Metamucil®, Tebonin®, etc. 
(FILHO 2015; FERREIRA, et al 1998). Em conjunto esses dados mostram claramente o 
papel promissor das plantas como fontes para novos recursos terapêuticos para doenças cujo 
tratamento apresenta limitações quanto à eficácia, segurança ou disponibilidade de recursos. 
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 O Brasil possui uma grande biodiversidade natural, é detentor da maior 
floresta equatorial e tropical úmida do planeta, além de hospedar entre 15 e 20% de toda 
a biodiversidade mundial, reunindo o maior número de espécies endêmicas do mundo 
(BARREIRO & BOLZANI, 2009). Essa biodiversidade está distribuída em seis grandes 
biomas predominantes, sendo o Cerrado, a Caatinga, a Floresta Amazônica, os Campos 
e Florestas Meridionais, a Floresta Atlântica, e o Pantanal (RIBEIRO & WALTER, 
2008), sendo que a maioria das plantas medicinais comercializadas no Brasil são 
oriundas de outros países.  
Dessa forma, as plantas medicinais endêmicas ainda são pouco conhecidas e 
representam um potencial campo de pesquisa acadêmica para desenvolvimento de novas 
alternativas terapêuticas (PINTO et al., 2002). Mesmo diante da grande diversidade da 
flora brasileira e de sua limitação referente à caracterização química e potencial 
farmacológico, o país ainda necessita de maiores investimentos em pesquisas com 
plantas, uma vez que a biodiversidade brasileira é extremamente abundante, sendo 
importante como fonte de insumos para pesquisa, desenvolvimento e produção de novos 
fármacos para o tratamento de inúmeras enfermidades. Neste contexto, o Cerrado, 
vegetação típica da região do Vale do Jequitinhonha é uma rica fonte natural, 
representando o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em área apenas pela 
Amazônia. Em decorrência da maior diversidade filogenética observada entre as plantas 
deste bioma, é provável que exista um amplo espectro de substâncias bioativas 
disponíveis nas espécies pertencentes a este bioma (MENDONÇA et al., 1998; 
BORLAUG, 2002; KLINK & MACHADO, 2005).  
Existem vários registros de espécies vegetais pertencentes ao bioma Cerrado, 
dos quais a população faz uso tradicional, por exemplo, a Stryphnodendron 
adstringens Mart., conhecida como barbatimão, é usada popularmente como 
cicatrizante, antisséptico, anti-inflamatório, hemostático, antiedematogênico, entre 
outros (BALDIVIA et al., 2018; PEREIRA, MORENO & CARVALHO, 2013). A 
Arrabidaea brachypoda (DC.), conhecida como "cipó-una" ou "cervejinha do campo", é 
popularmente usada para o tratamento de cálculos renais e articulações dolorosas 
(artrite) (RESENDE et al., 2017). A Alibertia edulis Rich., espécie também pertencente 
a este bioma, tradicionalmente conhecida como ―marmelo do Cerrado‖, possui alto 
potencial alimentício e ornamental e as folhas são utilizadas para preparo de chá que é 
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empregado como hipoglicemiantes, anti-hipertensivo e diurético (MENEGATI et al., 2016). 
A Eremanthus erythropappus (DC) McLeish, comumente conhecida como ―candeia‖, tem 
sido usada na medicina tradicional como agente antimicrobiano, antiulceroso, cicatrizante 
e anti-inflamatório (SILVÉRIO, 2004; ROSAL et al., 2007). 
Diante disso, considerando a grande biodiversidade da região do Vale Jequitinhonha, o 
objetivo deste trabalho foi estudar a planta Eremanthus erythropappus (DC) McLeish, 
pertencente à família Asteraceae, caracterizando-a mais detalhadamente do ponto de vista 
químico e validando as atividades biológicas observadas em estudos de triagem realizados 
com extratos brutos desta espécie. Estudos preliminares com plantas desta região já foram 
realizados anteriormente pelo nosso grupo, e dentre elas a espécie E. erythropappus, se 
mostrou promissora por apresentar importantes atividades antitumoral, tripanocida, 
leishmanicida e antifúngica (CUNHA, 2016). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
Realizar o estudo fitoquímico e avaliar atividades biológicas da espécie Eremanthus 
erythropappus (DC) McLeish, pertencente ao bioma Cerrado, proveniente do município de 
Diamantina/MG, inserido na região do Vale do Jequitinhonha.  
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 
 Fracionar o extrato etanólico bruto e propor a identificação de substâncias com o 
emprego de diferentes técnicas cromatográficas. 
 
 Avaliar a atividade antitumoral do extrato etanólico bruto e suas respectivas frações 
das partes aéreas (folhas e flores) da espécie E. erythropappus. 
 
 Avaliar a atividade tripanocida do extrato etanólico bruto e suas respectivas frações 
das partes aéreas (folhas e flores) da espécie E. erythropappus. 
 
 Avaliar a atividade leishmanicida do extrato etanólico bruto e suas respectivas frações 
das partes aéreas (folhas e flores) da espécie E. erythropappus. 
 
 Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanólico bruto e suas respectivas 
frações das partes aéreas (folhas e flores) da espécie E. Erythropappus (DC). 
 
 Avaliar a citotoxidade do extrato etanólico bruto e suas respectivas frações das partes 
aéreas (folhas e flores) da espécie E. erythropappus. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
3.1 Produtos naturais e o tratamento de doenças 
Na natureza, existe uma abundância de recursos vegetais, os quais possuem inúmeras 
propriedades biológicas intrínsecas, que são ―bem conhecidas‖ por suas aplicações na 
medicina tradicional por séculos. Entretanto, apesar desta prática é necessário considerar que 
o uso dessas plantas medicinais não é sinônimo de inocuidade. Ao contrário da crendice 
popular de que ―medicamento natural se não fizer bem, mal não faz‖ a planta medicinal é um 
xenobiótico, ou seja, é um produto desconhecido quimicamente, não conhecido ao organismo, 
e que possui propriedades terapêuticas ou intoxicantes, nos quais, ao ser introduzido no 
organismo humano, pode passar por biotransformações e, desta forma, poderá gerar produtos 
tóxicos ao organismo (KHWAIRAKPAMA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2014). 
Consequentemente, tanto a atividade farmacológica quanto a segurança do uso destes 
produtos deve ser avaliado cientificamente, a fim de validar sua atividade terapêutica e 
minimizar o risco a saúde. Uma estratégia que tem obtido sucesso na identificação de novas 
moléculas bioativas a partir de diversas plantas é a abordagem etnobotânica, que se preocupa 
em resgatar e valorizar o conhecimento tradicional, além de destacar a diversidade cultural 
dessas sociedades e sua relação com as plantas medicinais, que podem servir como indicativo 
de potencial atividade farmacológica das mesmas (BENZ et al., 2000; HEINRICH, 2000; 
LADIO & LOZADA, 2004). Nessa abordagem, a informação apresentada pelas comunidades 
que fazem uso destas plantas associada aos estudos fitoquímicos e biológicos representam 
avanços na investigação de produtos bioativos e tem produzido resultados positivos para a 
descoberta potencial de novas alternativas terapêuticas (MELO et al., 2011). 
O uso de plantas medicinais é sem dúvida uma promissora alternativa para o 
descobrimento de novos fármacos, que podem ser mais eficazes e seguros, uma vez que o uso 
de espécies vegetais vem sendo feito desde o início das civilizações no processo de cura de 
várias doenças (DODDAPANENI et al., 2018; NAKAMURA et al., 2006). Planta medicinal 
é ―todo e qualquer vegetal que apresenta substâncias ativas que podem ser usadas com fins 
terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos semi-sintéticos‖ (OMS 2002) ou 
fornecedoras de fitofármacos. Estes princípios ativos, também chamados de metabólitos 
secundários, geralmente, são conhecidos por apresentarem atividades biológicas interessantes 
do ponto de vista farmacêutico, por apresentarem efeitos farmacologicamente 
(terapeuticamente) importantes, e que devem ser avaliados. Logo, o isolamento e 
identificação de compostos bioativos a partir de plantas é de grande interesse para os 
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pesquisadores, a fim de obter o desenvolvimento e produção de novos medicamentos com 
eficácia e segurança para resolver problemas inerentes ao tratamento de várias doenças 
crônicas, degenerativas e/ou parasitárias. As principais classes de metabólitos secundários 
encontrados nas plantas são os: taninos, os alcalóides, as cumarinas, as antraquinonas, os 
flavonóides, as lactonas, os sesquiterpenos; entre outros (SHIN, PRABHAKARAN & KIM, 
2018; TAVAKOLI et al. 2017; BASTOS, 2007). 
Diante disso, a análise fitoquímica realizada em plantas com uso medicinal é uma 
etapa importante no desenvolvimento de novos fármacos, principalmente, quando as espécies 
analisadas não apresentem estudos químicos. A análise fitoquímica busca conhecer os 
constituintes químicos da planta, e identificar os grupos de metabólitos secundários ali 
presentes (BEZERRA et al, 2018; CORONADO-ACEVES et al., 2017; SIMÕES et al., 
2007). 
Tanto a elucidação dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus 
mecanismos de ação, são uns dos maiores desafios para a química farmacêutica, bioquímica e 
a farmacologia. Quando se obtém um extrato de uma planta, o mesmo apresenta inúmeros 
constituintes, e quando testado pode apresentar atividades biológicas revelantes, cujos efeitos 
podem ser oriundos do sinergismo entre os diferentes princípios ativos nele presentes, uma 
vez que o extrato pode apresentar compostos de classes ou estruturas diferentes, que podem 
contribuir para uma mesma atividade. Quando se realiza estudos biológicos de extratos 
vegetais é importante a seleção de bioensaios para a detecção do efeito específico que se 
deseja buscar. Além disso, os protocolos de ensaio devem ser simples, sensíveis e 
reprodutíveis (MACIEL, PINTO & VEIGA JR. 2002). 
Os metabólitos secundários são amplamente distribuídos nos vegetais. Eles têm sido 
conhecidos por apresentarem efeitos benéficos sobre a saúde humana e, por apresentarem 
diversas atividades promissoras em ensaios biológicos. Na literatura, muitos estudos 
demonstram a potencialidade da ação farmacológica de muitas espécies de plantas, incluindo 
diversas atividades, tais como antitumoral (LEE et al, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2011; 
SYLVESTRE et al., 2006; MACHADO & MELO-JUNIOR, 2009); anti-inflamatória 
(SOARES et al., 2006; LORENZI & MATOS, 2002; PUPO et al., 2008), analgésica 
(OLIVEIRA, 2011; SOARES et al, 2006; CUNHA et al., 2003; DUTRA et al., 2006 ); 
leishmanicida (REIS et al., 2012; BEZERRA et al., 2006; ALMEIDA et al., 2011); 
tripanocida (MOREIRA et al., 2013; MORAIS-BRAGA et al., 2013; SULSEN et al., 2006); 
antibacteriana e antifúngica (PENNA et al., 2001; LEE et al, 2018, DEUS et al., 2011; DINIZ 
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et al., 2010), dentre outras. A crescente busca de novos fármacos a partir de produtos naturais 
se faz devido aos diversos problemas relacionados com a terapêutica das doenças humanas, 
seja das doenças parasitárias, as infecciosas causadas por bactérias e fungos, os cânceres, 
entre outros, dos quais estas enfermidades carecem de terapias que sejam mais eficazes e 
menos tóxicas ao usuário (DE PAULA et al., 2003; FENNER et al., 2006; YAACOB et al., 
2010; PEREIRA et al., 2011). Contudo, a maioria dos produtos naturais à base de plantas 
comercializadas no mercado não foi submetida a ensaios clínicos rigorosos e seus efeitos 
colaterais potenciais são, portanto, pouco conhecidos (KONCIC, 2017). Assim, mais 
investimentos e pesquisas no intuito de avaliar e validar os efeitos destes produtos são 
necessários.  
Segundo CARIBÉ (2008), o Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta, 
estimando-se aproximadamente 20% do total de todas as espécies vegetais do mundo. Esse 
imensurável patrimônio natural tem um valor muito importante, principalmente no campo 
farmacêutico, que apresenta seu maior potencial e suas maiores expectativas (CALIXTO, 
2003). Dentro desta rica biodiversidade, o Cerrado representa o segundo maior bioma 
brasileiro, e maior área de savana da América do Sul. Ele ocupa cerca de dois milhões de km
2
 
no território nacional, sendo considerado um complexo vegetacional de grande 
heterogeneidade fitofisionômica (DANTAS, et al 2018; OLIVEIRA, et al., 2018; ANACHE, 
et al., 2018; NETO & MORAIS, 2003). 
Segundo BRANDÃO e colaboradores (2012), estudos realizados por naturalistas 
europeus no estado de Minas Gerais no século XIX, mostraram a presença de plantas 
medicinais na região do Cerrado, onde os mesmos viajaram e registraram o uso tradicional de 
mais de 500 espécies vegetais neste estado. No mesmo estudo, foi relatado ainda, que no norte 
de Minas Gerais, do qual o bioma predominante é o Cerrado, e em outros estados do país 
como Bahia, Alagoas, Pernambuco, Ceará, Piauí e Goiás, foram coletados centenas de 
amostras de plantas, em que se registrou o uso medicinal de várias delas, e que o Cerrado era 
ainda inexplorado.  
Em outro estudo, o naturalista francês Saint-Hilaire descreveu o uso de várias espécies 
vegetais nativas do Brasil em uma obra literária, dos quais foram descritos os inúmeros usos 
que os colonos faziam das plantas, entre eles o medicinal, e ressaltou ainda a necessidade de 
realização de estudos científicos destas plantas, atestando a eficácia das espécies medicinais 
usadas no país. Dentre estas espécies, o francês Saint-Hilaire descreveu quinze plantas na 
região norte/nordeste de Minas Gerais, inclusive da região da atual Diamantina (SAINT-
HILAIRE, 2009). 
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Recentemente, OLIVEIRA (2016) e Cunha (2016), avaliando preliminarmente 
extratos de 32 plantas da região do Cerrado, verificaram ponteciais atividades antitumoral, 
leishmanicida, tripanocida, antibacteriana e antifúngica para várias plantas da região. Por 
conseguinte, fica evidente a necessidade de maiores subsídios para pesquisas na área de 
produtos naturais, objetivando o desenvolvimento de fármacos, explorando a rica 
biodiversidade desta região. 
 
3.2 Cerrado Brasileiro 
 
O Cerrado, também conhecido como Savana brasileira é considerada uma das regiões 
mais importantes do Brasil, e uma das mais ricas savanas do mundo, que compreende desde 
plantas lenhosas (como as árvores e os arbustos) até herbáceas, caracterizando a região como 
singular e diversificada (SCHIASSI et al., 2018; FERNANDES et al., 2016; PAGOTTO & 
SOUZA, 2006). As árvores deste bioma são geralmente baixas, apresentando troncos 
retorcidos e tortuosos, com casca espessa e protegidas por uma camada de cortiça (SENNA, 
2006).  
Este bioma apresenta uma das maiores floras vegetais do mundo, com um cenário de 
extraordinária diversidade biológica, e com aproximadamente 10.000 espécies de plantas 
medicinais que contém produtos naturais para fitoterapia (RIBEIRO et al., 2018; VILA 
VERDE et al., 2003). Entretanto, apesar dessa imensurável riqueza vegetal, o Cerrado é uma 
das 35 regiões consideradas como hotspots de biodiversidade. Ou seja, embora apresente uma 
grande biodiversidade, sendo rica em espécies endêmicas, tem alto grau de ameaça, 
principalmente, devido à expansão das atividades agrícolas, gerando desta forma, um enorme 
risco de perda de plantas com potencial uso medicinal. Essas áreas são, portanto, locais que 
necessitam de atenção urgente, sendo consideradas prioritárias nos programas de conservação 
(JESUS, PEDRO & BISPO, 2017; GUIMARÃES, RODRIGUES & MALAFAIA, 2017; 
MMA, 2011). 
Espécies vegetais como a Staurogyne warmingiana Hiern., a Gomphrena 
hatschbachiana Pedersen., a Pfaffia argyrea Pedersen., a Metastelma harleyi Fontella., a 
Attalea brasiliensis Glassman ., e a Hyptis imbricatiformis Harley., são exemplos de plantas 
que ocorrem no Cerrado e que constam na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira 
Ameaçadas de Extinção (BRASIL, 2014). Neste contexto, o Cerrado brasileiro, abriga cerca 
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de 11.627 espécies de plantas nativas e já catalogadas (MMA, 2018), sendo de grande 
importância preservar e conhecer a sua biodiversidade, de forma que seu potencial químico e 
biológico possa ser investigado e explorado de forma racional (FUNARI & FERRO, 2005; 
ROLIM, 2009; ALBERNAZ, et al., 2010).  
O Cerrado é encontrado na região de Diamantina/MG, inserida na macrorregião do 
Vale do Jequitinhonha e, alguns estudos confirmam o uso na medicina popular de algumas 
espécies oriundas desta região, como a Ageratum fastigiatum Gardn., empregada no 
tratamento antiinflamatório, cicatrizante, analgésico e antimicrobiano (LORENZI & MATOS, 
2002; CARVALHO, 2004, DELVECHIO et al., 2007); a Gomphrena virgata Mart., 
empregada no tratamento de dores, inflamações e infecções, sendo a forma mais utilizada o 
infuso das raízes (OLIVEIRA, 2011); Croton antisyphiliticus Mart., empregada no tratamento 
de sífilis, inflamações, infecções genitais, cânceres, antirreumática e antibacteriana (VILA 
VERDE et al., 2003; DE OLIVEIRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2012; MESSIAS et al., 
2015); e a Plectranthus neochilus Schltr., tradicionalmente utilizada para o tratamento de 
insuficiência hepática, dispepsia e dores no estômago (ROSAL, 2008). 
Vários estudos comprovam cientificamente o potencial de plantas provenientes do 
Cerrado como fontes de novas alternativas terapêuticas para várias doenças, incluindo as 
doenças parasitárias, infecções e cânceres. Algumas espécies de plantas deste bioma já 
apresentam estudos quanto o seu potencial bioativo, como exemplo, a Kielmeyera 
lathrophyton Saddi. que apresentou potencial leishmanicida e antibacteriano (DE TOLEDO et 
al., 2011),  a Lafoensia pacari A.St.-Hil., a Gomphrena arborescens Mart. e a Byrsonima 
verbascifolia Rich. apresentaram atividades anti-inflamatória (SOLON et al., 2000; 
MESSIAS et al., 2015; RODRIGUES & CARVALHO, 2001); antimicrobiana (DE LIMA et 
al., 2006; MESSIAS et al., 2015; PEREIRA et al., 2011); antitumoral e tripanocida 
(GUIMARÃES et al., 2010; PANIZZA, 1998; ESPANHA et al., 2014); a Campomanesia 
adamantium Cambess., a Eryngium horridum Malme., a Cissampelos ovalifolia DC. e a 
Banisteriopsis oxyclada A. Juss. apresentaram atividades antitumoral, tripanocida, 
leishmanicida e antifúngica (CUNHA 2016); a Ageratum fastigiatum, a Myrsine emarginella 
Miq., a Qualea dichotoma Mart. e a Agarista oleifolia Judd. apresentaram atividade 
antitumoral, tripanocida, leishmanicida e antibacteriana (OLIVEIRA, 2016). 
Esses dados reforçam a necessidade de se estudar ainda mais as plantas da região do 
Cerrado, tendo em vista a possibilidade de encontrar novas substâncias bioativas menos 
tóxicas, mais seguras e eficazes. Dessa forma, considera-se que esta região pode apresentar 
plantas com potencial para o tratamento de doenças humanas cujo tratamento apresenta 
40 
 
 
                          
                     
     6
9
 
 
limitações terapêuticas, como cânceres, infecções bacterianas e fúngicas bem como doenças 
causadas por protozoários como a Leishmaniose e Doença de Chagas, que representam 
importantes problemas de saúde pública nesta região e no Brasil.  
Neste contexto, nosso grupo tem investigado várias plantas da região de Cerrado da 
região do Vale do Jequitinhonha quanto a essas atividades e, muitas se mostraram 
promissoras nos testes inicias de triagem de atividades biológicas (CUNHA 2016; 
OLIVEIRA 2016). Entre elas, a Acrocomia aculeata Jacq. apresentou promissora atividade 
antitumoral, tripanocida e leishmanicida. Ao ser avaliado o seu extrato etanólico bruto das 
folhas, o mesmo apresentou potente atividade antitumoral frente à linhagem MDA-MB-231, 
com redução da viabilidade celular que variou entre 96,77 a 59,87%, e IC50 de 193,4 µg/mL. 
Na atividade antiparasitária, o extrato apresentou percentual de morte parasitaria de 78,36 a 
72,29% frente à cepa colombiana de T. cruzi, com IC50 de 366,3 µg/mL, e de 65,18 a 58,61% 
de morte frente à cepa BH46 de Leishmania, com IC50 de 48,3 µg/mL, mostrando desta 
forma, o potencial efeito tripanocida e leishmanicida desta espécie. Outra planta avaliada que 
apresentou potencial atividade biológica foi à espécie Eremanthus erythropappus (DC) 
MacLeish; o seu extrato etanólico bruto das folhas demonstrou significativa ação antitumoral, 
tripanocida e leishmanicida. Em relação à atividade antitumoral, o mesmo apresentou uma % 
de morte das células MDA-MB-231 que variou de 97,19 a 97,49%, sendo ativo nas 
concentrações de 1000 a 250 µg/mL. Em relação à atividade tripanocida, o extrato bruto 
mostrou-se significativamente ativa frente às formas epimastigotas da cepa Colombiana de T. 
cruzi, com uma redução dos parasitos que variou de 65,42 a 61,62%, sendo ativo também nas 
concentrações de 1000 a 250 µg/mL. Para a atividade leishmanicida, foram avaliadas duas 
cepas de Leishmania (M2269 e BH46), no qual o extrato bruto desta espécie vegetal reduziu a 
viabilidade destas duas cepas, com porcentagem de morte de 78,52 e 76,41% para as 
concentrações de 1000 e 500 µg/mL, respectivamente frente à cepa M2269, e redução de 
79,71 a 70,75% entre as concentrações ativas que foram de 1000 a 250 µg/mL frente à cepa 
BH46, mostrando o potencial efeito antiparasitário desta espécie. 
Diante disso, observando o potencial que as espécies vegetais do Cerrado da região do 
Vale do Jequitinhonha apresentam, o intuito deste trabalho foi dar prosseguimento aos 
estudos fotoquímicos e biológicos da Eremanthus erythropappus, uma vez que esta espécie 
apresentou promissora atividade biológica no teste de triagem. 
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3.3 O gênero Eremanthus sp., e a espécie Eremanthus erythropappus (DC) McLeish 
 
O gênero Eremanthus compreende aproximadamente 27 espécies, que podem ser 
encontradas nos domínios dos Cerrados brasileiros, distribuídos nos estados de Minas Gerais, 
Goiás e Bahia, com duas espécies (Eremanthus mattogrossensis e Eremanthus. rondoniensis) 
encontradas também na Bolívia (PINTO 2016; ARAÚJO 2015). São endêmicas dos cerrados 
e campos rupestres do Planalto Central Brasileiro, cujos representantes são arvoretas, árvores, 
e mais raramente arbustos. As espécies deste gênero são conhecidas popularmente como 
candeia da serra, ou apenas candeia, devido a sua capacidade de queimar facilmente 
(AMARAL 2008). Essa espécie se desenvolve sobre solos pouco férteis, rochosos e rasos 
originando povoamentos puros, denominados de monodominantes (PINTO 2016; FARIA 
2012). Além destes locais, sua ocorrência também é registrada dentro de florestas após 
alguma perturbação com consequente formação de clareiras, visto que é heliófila. A candeia 
apresenta alto potencial econômico, sendo que sua madeira apresenta alta durabilidade e 
resistência podendo ser empregada como moirões e também na construção civil. Das 
diferentes espécies desse gênero, pertencentes à família Asteraceae, as principais 
reperesentantes encontradas são a Eremanthus erythropappus (DC) Macleish, a Eremanthus 
incanus (Less.) Less. e a Eremanthus glomerulatus Less. (PINTO 2016). Em Minas Gerais, as 
espécies E.  erythropappus e E. incanus apresentam maior importância econômica. 
Como em diferentes regiões do Brasil, a população da região do Vale 
Jequitinhonha, em especial o município de Diamantina (MG), a população recorre também às 
plantas nativas como fonte terapêutica, devido à tradição, à dificuldade de acesso geográfico 
de certos povoados aos centros urbanos e/ou ainda à falta de recursos financeiros para a 
aquisição de medicamentos industrializados.  
Na tabela 1, são descritas informações de plantas da região do Cerrado de Diamantina, 
Minas Gerais, usadas na medicina tradicional para tratamento de várias enfermidades.  
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Tabela 1: Espécies de plantas nativas da região do Cerrado de Diamantina, MG. 
Planta 
Nome 
Popular 
Uso Popular Referências 
Ageratum 
fastigiatum 
Gardner 
 
Matapasto 
Inflamações, 
cicatrizante 
LORENZI & 
MATOS (2002) 
Gomphrena 
virgata Mart. 
Cangussú branco 
 
Dores, inflamações 
e infecções 
 OLIVEIRA 
(2011) 
SILVÉRIO 
(2008); 
ROSAL et 
al., (2007) 
Eremanthus 
erythropappus 
(DC.) McLeish 
 
Candeia da 
serra 
Infecções, úlceras 
estomacais e 
inflamações 
Plectranthus 
neochilus Schltr. 
Boldinho 
ou Boldo 
rasteiro 
insuficiência 
hepática, dispepsia 
e dores no 
estômago 
ROSAL (2008) 
 
Cayaponia 
espelina Cogn. 
 
Cipó Azougue 
taiuiá 
 
Tônico, diurético, 
purgativo, reumatismo. 
LEMES et al., 
(2011). 
Croton 
antisyphiliticus 
Mart. 
 
Pé-de-
perdiz, 
alcanforeira 
Tratamento de 
sífilis, inflamação, 
infecções genitais e 
cânceres 
VILA VERDE et al., 
(2003); DE 
OLIVEIRA et al., 
(2011). 
 
 
Dentre estas espécies descritas, encontram-se a espécie E. erythropappus, nativa do 
Brasil, pertencente à família Asteraceae, que apresenta grande importância econômica e 
medicinal. Ela é endêmica do Brasil, é predominante no Cerrado e Mata atlântica, com 
ocorrência na região sudeste (Minas Gerais, São Paulo, Rio de Janeiro e Espírito Santo) e 
centro-oeste do país (Goiás e Distrito Federal). Em Minas Gerais, se concentra numa ampla 
faixa do nordeste ao sul do estado e segue em sentido oeste (Figura 1) (LOEUILLE et al., 
2015). 
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Figura 1: Área de ocorrência de espécies do gênero Eremanthus sp., conhecidas 
popularmente como candeia, no estado de Minas gerais. 
 
                         Fonte: ALTOÉ, 2012. 
 
Esta espécie tem sido utilizada na medicina popular para tratamento de doenças 
infecciosas, inflamatórias, como cicatrizante e no tratamento de úlceras estomacais 
(FARIA 2012; DUTRA et al., 2010; SILVÉRIO et al., 2008). 
Esta planta é considerada precursora na invasão de campos, desenvolvendo-se 
rapidamente em campos abertos. Tem capacidade de se desenvolver em locais onde os solos 
são pouco férteis, rasos e, sua maior predominância, ocorre em regiões de campos de altitude, 
que pode variar de 400 a 2.200 m (ARAÚJO 2015; PINTO 2016). Essa importante 
característica da candeia permite que ela se desenvolva em locais dos quais seria difícil a 
implantação de áreas rurais ou, mesmo, a implantação de alguma outra espécie florestal.  
Considerando a constituição química da família Asteraceae, esta é caracterizada, 
principalmente, pela produção de substâncias como as lactonas sesquiterpênicas, sendo 
relatadas na literatura mais de 4.000 moléculas desse metabólito secundário em várias tribos 
desta família (EMERENCIANO et al., 1998). Flavonóides também foram identificados em 
espécies desta família, assim como terpenoides, que podem ser substâncias úteis para 
tratamento de doenças infecciosas e parasitárias (NIJVELDT, 2001; AMBRÓSIO et al., 2008; 
ELSHARKAWY & ALSHATHLY, 2013). As espécies do gênero Eremanthus possuem uma 
substância já conhecida e isolada, o α- bisabol (Figura 2), encontrado principalmente no óleo 
essencial e que apresenta propriedades antiflogísticas, antibacterianas, antimicóticas, 
cicatrizante e hidratante (SCOLFORO et al., 2016; FARIA 2012), sendo utilizado na indústria 
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farmacêutica e de cosméticos, principalmente na forma de pomadas, géis e loções 
(SCOLFORO et al., 2016; SANTOS et al., 2017; MELO 2012). 
 
 
Figura 2: Estrutura química do α-bisabolol 
 
                                         
                                          
 
LOBO e colaboradores (2012) ao realizarem o perfil químico de espécies do gênero 
Eremanthus, observaram uma predominância de sesquiterpenos, lactonas e flavonoides. No 
óleo essencial são encontrados compostos como ácido isovalérico, β-bisaboleno, dióis de 
bisaboleno, óxido de bisabolol B, eremantina, lichnopholido e principalmente o α-bisabolol. 
Este último é um composto já isolado e utilizado comercialmente, sendo encontrado em 
vários produtos com ação anti-inflamatória em todo o mundo (NASCIMENTO et al., 2007). 
Segundo RIBEIRO e SERAVALLI (2004), os flavonoides compõem uma classe 
importante de pigmentos naturais encontrados com frequência na natureza, unicamente em 
vegetais. Tais compostos apresentam uma série de características farmacológicas, tais como: 
antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, dentre outras (LOPES et al., 2003). 
Corroborando esse potencial, extratos, frações ou substâncias isoladas de várias espécies 
do gênero Eremanthus apresentaram atividades biológicas, conforme descrito na Tabela 2. 
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Tabela 2 – Estudos das atividades biológicas de espécies de Eremanthus sp. 
Espécie 
Extrato e substância 
ativa 
Atividade 
biológica 
Referências 
Eremanthus 
crotonoides 
(DC.) 
Sch. Bip. 
 
- Extrato etanólico das 
folhas secas 
Antitumoral 
 LOBO et al., 
(2012) 
   
 
 
 
Eremanthus 
erythropappus 
(DC.) 
- Óleo essencial das 
folhas 
Antifúngico 
SILVÉRIO 
et al., (2013) 
SILVÉRIO et 
al., (2008) 
ALMEIDA et 
al., (2012) 
SOUSA et al., 
(2008) 
 
- Extrato etanólico dos 
galhos 
Anti-inflamatório 
- Extrato diclorometano 
e hexânico dos ramos 
Schistosomicida 
 
- Óleo essencial das 
folhas 
Antibacteriano 
   
Eremanthus 
elaeagnus 
(DC.) 
- Substância isolada 
Eremantina 
Schistosomicida 
    VICHNEWSKI & 
GILBERT (1972) 
 
 
SOUSA e colaboradores (2008) mostraram atividade antimicrobiana do óleo essencial 
das folhas de E. erythropappus frente às cepas de S. aureus, S. mutans, E. coli, P. aeruginosa, 
Salmonella spp e C. albicans. Em outro estudo, ALMEIDA et al., (2012) observaram 
atividade schistosomicida do extrato diclorometano e hexânico dos ramos de E. 
erythropappus nas concentrações de 100 e 200 mg/mL. A atividade foi detectada a partir da 
ausência de motilidade do parasita, incapacidade de adesão em cultura em placa e ausência de 
ovos em meio de cultura..   
Diante desses resultados, o presente trabalho pretendeu identificar  alguns componentes 
químicos desta espécie e, posteriormente, tentar validar tais atividades biológicas observadas 
com o extrato bruto e em suas frações, a fim de avaliar quais componentes responsáveis por 
tais atividades e tentar reduzir a toxicidade, em trabalhos futuros. 
 
3.4 Doenças Humanas: aspectos gerais e limitações terapêuticas 
 
Atualmente, varias doenças, tanto as infecto-parasitárias como a Doença de Chagas, as 
leishmanioses, ou infecções bacterianas e fúngicas; bem como as doenças crônicas não 
transmissíveis, como o câncer, são objetos de grande relevância no que tange a discussão de 
saúde pública mundial (BEER, et al., 2016; MOLINA-GRAZA., 2014; ALEEBRAHIM-
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DEHKORDY et al, 2017; CORREIA et al., 2016). Essa realidade está relacionada ao escasso 
número de fármacos geralmente disponíveis e/ou problemas que estes fármacos induzem, 
principalmente, relacionados à eficácia, toxicidade, resistência e/ou efeitos colaterais 
associados ao seu uso, fatores que comprometem o sucesso do tratamento (MIERI et al., 
2017; CUNHA, 2016), tornando-se urgente a busca por novos agentes terapêuticos para tratá-
las, que possam ser menos tóxicos e mais efetivos para estas doenças. 
Diante disso, considerando as limitações apresentadas no tratamento das doenças 
infecciosas e do câncer, faz-se necessário o desenvolvimento de novas alternativas 
terapêuticas, sendo as plantas uma importante fonte de novos agentes com potencial 
farmacológico, em que a elucidação de metabólitos secundários derivados de plantas é um 
campo em crescente expansão, principalmente quando as espécies vegetais em estudo já são 
usadas na medicina tradicional (ADAM et al., 2018; FORMISANO et al, 2017; PERSIA, et 
al., 2017). Nas últimas décadas, os produtos naturais têm desempenhado um papel crucial 
como agentes terapêuticos de várias enfermidades, tanto em suas formas naturais ou 
sinteticamente modificados, por exemplo, alguns fármacos de origem vegetal como o 
paclitaxel, a vimblastina, a vincristina, a camptotecina já tem sido empregados no tratamento 
do câncer, estimando-se que aproximadamente 60% dos fármacos antitumorais utilizados no 
mercado são oriundos de fontes naturais (XU et al., 2015; NASCIMENTO, 2014). Outras 
duas substâncias (quitina e artemisina), também derivadas de espécies vegetais, já são usadas 
no tratamento antimalárico (FIDOCK et al., 2004; SOH & BENOIT-VICAL, 2007).  
A seguir, serão abordados alguns aspectos biológicos, epidemiológicos, bem como 
algumas limitações terapêuticas de tratamento de enfermidades, cujo potencial de plantas 
referentes às atividades antitumorais, antiparasitárias, e antimicrobianas para as mesmas 
foram investigadas no presente estudo. 
 
3.4.1 Câncer 
 
O câncer pode ser definido como uma enfermidade decorrente do crescimento 
desordenado de células, que se multiplicam incontrolavelmente (INCA, 2012), tendendo a 
invadir tecidos e órgãos vizinhos. São descritos mais de duzentos tipos diferentes associados a 
anormalidades em diferentes tipos de células existentes no corpo humano. Por exemplo, se o 
câncer tem origem em tecidos epiteliais como pele ou mucosa é caracterizado carcinoma; se 
inicia em tecidos conjuntivos como osso, músculo ou cartilagem é denominado sarcoma 
(JUNIOR, 2007). 
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O câncer é uma das principais causas de morte em todo o mundo, é um dos 
problemas mais importantes relacionados às ciências médicas, sendo, portanto, um grande 
desafio para os sistemas de saúde. Tem-se observado um aumento da morbidade relacionada à 
ocorrência de câncer em uma escala global, demonstrando que as medidas terapêuticas 
existentes contra o mesmo precisam ser complementadas por novos agentes com eficácia 
melhorada e menor toxicidade adversa. Devido à natureza heterogênea do câncer, não existe 
um tratamento universal, mas o tratamento é baseado em quatro abordagens gerais diferentes, 
que podem ser aplicados sozinho ou em combinação, que são a cirurgia, a quimioterapia, a 
radioterapia e a imunoterapía (OCHWANG‘I et al., 2018; ALEEBRAHIM-DEHKORDY et 
al, 2017; BUYEL, 2018). 
Segundo BUYEL (2018), a cada ano são relatados mais de 14 milhões de novos 
casos de câncer e, estima-se que o número de casos deverá aumentar em 26% nos próximos 
35 anos devido a mudanças demográficas e diagnósticos aprimorados. Em relação aos índices 
de mortalidade do câncer, o mesmo saltou de 6,2 para 8,8 milhões entre 2003 e 2015 (OMS 
2017), o que equivale a aproximadamente 13% de todas as mortes em todo o mundo. O 
número de casos é maior nos países em desenvolvimento devido a condições 
socioeconômicas que restringem o acesso a terapias adequadas.  
No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) aponta o câncer como a segunda 
maior causa de morte por doença no país, sendo as regiões sul e sudeste detentoras das 
maiores taxas de incidência. Estima-se, entre os anos de 2018-2019, uma incidência de 600 
mil novos casos de câncer para cada ano no Brasil, dos quais 68 mil devem ser cânceres de 
próstata, 60 mil de mama e, principalmente, o câncer de pele não melanoma, em que estima-
se que serão cerca de 170 mil novos casos, serão os mais freqüentes (INCA 2018).  
As classes de agentes antineoplásicos/quimioterápicos mais utilizados no tratamento 
do câncer incluem os alquilantes polifuncionais, os antimetabólitos, os antibióticos 
antitumorais e os inibidores mitóticos (SCHULZE, 2007; INCA, 2018b). Porém, apesar de 
várias alternativas terapêuticas existentes e de intensivos investimentos em pesquisa para o 
desenvolvimento de novos fármacos, uma droga antineoplásica ideal ainda não foi descoberta, 
uma vez que numerosos efeitos adversos e às vezes baixa eficácia em alguns tipos de câncer 
limitam o tratamento (CARVALHO et al., 2015). 
Neste contexto, uma saída para busca de novos fármacos antitumorais é a pesquisa 
de metabolitos secundários a partir de plantas medicinais, uma vez que, 1/3 dos medicamentos 
aplicáveis no tratamento humano são derivados de recursos naturais à base de plantas e mais 
de 60% são derivados de produtos naturais de uma forma geral (como plantas e micro-
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organismos). Essa realidade é verificada também em relação aos antineoplásicos, nos quais os 
principais compostos derivados de plantas descritos com atividades anticancerígenas e 
antitumorais são derivados de aldeídos, alcalóides, flavonóides, glicósideos, terpenoides e 
compostos de fenol (ALEEBRAHIM-DEHKORDY et al, 2017; XU et al., 2015; BUYEL, 
2018; KARMAHAPATRA et al 2018). 
Nesse contexto, há cada vez mais pesquisas com espécies de plantas que seriam 
capazes de oferecer substâncias anticancerígenas mais efetivas e seguras para o tratamento do 
câncer. Segundo FORMISIANO e colaboradores (2017), dois compostos isolados do extrato 
apolar a partir de partes aéreas de Centaurea drabifolia (guerina B e cinaropicrina) 
apresentaram uma potente atividade antitumoral frente às linhagens celulares de leucemia 
linfoblástica aguda (CRF-CEM) e sua linhagem multi-resistente (CEM/ADR5000). A guerina 
B apresentou um IC50 de 0,83 uM e 1,26 uM para as linhagens CRF-CEM e CEM/ADR5000 
respectivamente, enquanto o composto cinaropicrina, apresentou um IC50 de 0,47 uM e 1,77 
uM para as mesmas linhagens respectivamente.  
 
3.4.2 Doença de Chagas 
 
A doença de Chagas, também denominada Tripanossomíase Americana, é uma 
doença tropical negligenciada importante, endêmica em 21 países da América Latina e 
causada pelo agente etiológico Trypanosoma cruzi (DANTAS et al., 2018; VILLAMIZAR et 
al., 2017; BRITO et al., 2017). Este protozoário flagelado é mais comumente transmitido aos 
seres humanos através do contato de fezes infectadas de insetos hematófagos (triatomíneos) 
com as mucosas do hospedeiro. Além da via vetorial, outros modos de transmissão da doença 
de chagas também assumiram importância epidemiológica, entre elas, transfusão sanguínea, 
que conduziu à disseminação da doença para os países em desenvolvimento onde não há ciclo 
de transmissão, como Espanha, Estados Unidos, Japão e Austrália (DIAS et al., 2016). 
Recentemente, a ingestão de alimentos contaminados, por fezes de triatomíneos infectados 
pelo T. cruzi contribuiu para a geração de micro-epidemias agudas nas áreas rurais do norte 
do Brasil (DANTAS et al., 2018; BRITO et al., 2017; VARELA et al., 2014). Outras formas 
de transmissão incluem a transferência vertical de mãe para feto, que representa a terceira via 
de importância epidemiológica; o transplante de órgãos e tecidos, e acidentes de laboratório 
(OMS 2018a). 
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Segundo a OMS (2018 b), a doença de Chagas afeta milhões de pessoas em todo o 
mundo. E cerca de 60 milhões de indivíduos estão em risco de infecção (VARELA et al., 
2014). Na América Latina, estima-se que haja cerca de 12 a 14 milhões de pessoas infectadas 
pelo parasita (FIOCRUZ, 2017), dos quais a taxa de mortalidade chega a quase 12 mil mortes 
por ano. (MOLINA-GARZA et al., 2014). 
No Brasil há um predomínio dos casos crônicos da Doença de Chagas com estimativa 
de aproximadamente cinco milhões de indivíduos infectados (VILLAMIZAR et al., 2017) 
Apesar disso, tem sido verificados casos de fase aguda da doença com ocorrência nos estados 
da Amazônia legal e, casos isolados, em outros estados associados, principalmente, a surtos 
familiares por meio da transmissão por via oral do T. cruzi relacionados à ingestão de 
alimentos contaminados (FIOCRUZ, 2013). 
Mais de um século após a descoberta da doença de Chagas em 1909 pelo médico 
brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, a população ainda carece de um tratamento 
efetivo da fase crônica da infecção (VARELA et al., 2014). O atual tratamento da doença de 
Chagas é limitado a dois medicamentos, o benznidazol (Rochagan®) e o nifurtimox 
(Lampit®), que foram desenvolvidos há mais de 40 anos (BEZERRA, MENEGUETTI & 
CAMARGO 2012; MOLINA-GARZA et al., 2014; ROMANHA et al., 2010). Muitas 
dificuldades são enfrentadas pelos pacientes que fazem uso destes fármacos, uma vez que os 
mesmos apresentam muitos efeitos colaterais, visto que a dose terapêutica é muito próxima da 
dose tóxica, e efeitos colaterais graves são relatados durante seu uso clínico, incluindo 
polineurite, linfadenopatia, dermatite e depressão da medula óssea. Geralmente, devida a estas 
manifestações, os tratamentos são interrompidos em cerca de 7 a 13% dos casos 
(VILLAMIZAR et al., 2017). Além disso, estes dois fármacos são eficazes apenas na fase 
aguda, mas, apesar disso, a OMS recomenda que todo indivíduo infectado com o agente 
Trypanosoma cruzi deve ser submetido à quimioterapia tripanocida, independentemente do 
estágio de infecção que se encontram (MOLINA-GARZA et al., 2014; BEER, et al., 2016). 
Geralmente, o tratamento com benznidazol tem aproximadamente 80% de eficácia na fase 
aguda e 20% na fase crônica da doença (VILLAMIZAR et al., 2017). 
Essas limitações associadas ao tratamento da doença de Chagas reforçam a 
necessidade de desenvolvimento de novos fármacos mais eficazes e menos tóxicos. Apesar de 
inúmeras tentativas e décadas de esforços, o benznidazol ainda não foi substituído por 
nenhuma molécula ou composto efetivo, seja natural ou sintético, para obter respostas menos 
tóxicas e mais efetivas aos usuários, uma vez que os fármacos devem ser facilmente 
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acessíveis (e relativamente baratos) para a população alvo, a fim de melhorar a qualidade de 
vida dos pacientes afetados (ROMANHA et al., 2010; VILLAMIZAR et al., 2017). 
Os produtos de origem vegetal são hoje, as alternativas mais estudadas contra 
o Trypanosoma cruzi e, a atividade tripanocida de aproximadamente 400 espécies de plantas, 
pertencentes a mais de 100 famílias, foram analisadas nas últimas duas décadas em busca de 
um metabólito eficaz frente o parasita (IZUMI et al., 2011). 
Alguns autores têm mostrado atividade tripanocida associada a extratos de plantas, por 
exemplo, MOLINA-GARZA e colaboradores (2014) avaliaram espécies de plantas frente à 
forma epimastigota de T. cruzi (cepa CL Brener) e verificaram que, os extratos metanólicos 
das partes aéreas de Eryngium heterophyllum apresentou IC50 de 11,24 ug/ml, das cascas de 
Haematoxylum  brasiletto, 7,92 ug/ml, das partes aéreas de Marrubium vulgare, 22,66 ug/ml, 
e para as partes aéreas de Schinus  molle a IC50 foi de 16,31 ug/ml. Estes extratos exibiram 
níveis de inibição do crescimento de T. cruzi entre 88 e 100%.  
Em outro estudo, CORDEIRO e colaboradores (2017) testaram as frações de acetato 
de etila da espécie Qualea grandiflora frente à cepa de Trypanosoma brucei gambiense, dos 
quais as frações F1, F5, F6 e F8 mostraram uma atividade significativa, com valores de IC50 
de 14,3; 13,9; 8 e 12,2 μg/mL, respectivamente. 
Em estudo realizado por BRANQUINHO e colaboradores (2014), foi avaliada a 
atividade anti-T. cruzi in vivo de um composto isolado do extrato etanólico das partes aéreas 
de Lychnophora trichocarpha Spreng., substância denominada  licnofolida (LYC). Este 
metabólito secundário foi avaliado na sua forma livre e também associada a formulações de 
nanocápsulas (polímeros) em modelo murino experimentalmente infectado com as formas 
tripomastigotas da cepa CL de T. cruzi. Após ter sido realizada a infecção, os camundongos 
foram tratados na fase aguda com 2,0 mg / kg / dia com a substância livre (LYC), e com dois 
polímeros para produção da nanocápsula, a LYC-poli-ε-caprolactona (LYC-PCL) e a LYC-
ácido poli-lático associado ao polietilenoglicol (LYC-PLA-PEG). Camundongos também 
foram tratados com 50 mg / kg / dia da solução de benznidazol por via intravenosa. Após 24 h 
da infecção, os animais foram tratados por 10 dias com as substâncias teste e, avaliados por 
hemocultura, PCR e ensaio imunoenzimático. Quando tratados com LYC-PCL obteve-se 50% 
de cura parasitológica; os tratados com o benznidazol tiveram 100% de cura; já a LYC-PLA-
PEG obteve 100% de cura apenas quando tratados durante o período de 20 dias, ressaltando, 
que com 20 dias a formulação de LYC-PCL também apresentou 100% de cura. Esses 
resultados sugerem que o composto isolado LYC é um potencial novo fármaco para o 
tratamento da doença de Chagas, principalmente quando associados à nanopartículas.
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3.4.3 Leishmanioses 
 
A leishmaniose é uma zoonose causada por cerca de 20 espécies do gênero 
Leishmania, sendo considerada uma doença tropical negligenciada, e classificada pela 
Organização Mundial da Saúde como uma categoria emergente, doença descontrolada, os 
quais infectam o hospedeiro vertebrado por meio da picada de vetores fêmeas dos gêneros 
Lutzomyia (Américas) e Phlebotomus (África, Europa e Ásia) (MENEGUETTI et al., 2015; 
GUTIERREZ-REBOLLEDO, DRIER-JONAS & JIMÉNEZ-ARELLANES, 2017; 
LAINSON et al., 1985). 
A leishmaniose apresenta diferentes formas clínicas, dentre as quais, duas 
categorias amplas, a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar americana 
(LTA). 
São endêmicas em 98 países em desenvolvimento, sejam elas regiões tropicais ou 
subtropicais. Estima-se que a incidência da leishmaniose é de 700 mil a 1 milhão de novos 
casos no mundo e, que aproximadamente de 20 a 30 mil pessoas morrem por ano por causa da 
doença. Todos os anos, a incidência é de 50 a 90 mil novos casos para a forma visceral em 
todo mundo, e de 600 mil a 1 milhão de novos casos ocorrem todo ano para a forma 
tegumentar (OMS 2018c). 
No Brasil, 19 estados são atingidos pela leishmaniose, sendo que mais de 90% dos 
casos humanos relatados da doença se encontram nas Regiões Norte e Nordeste do país, 
havendo ainda focos importantes nas Regiões Centro-Oeste e Sudeste (MONTEIRO et al., 
1994), sendo que, a forma mais comum é a leishmaniose cutânea. Contudo, desde 1998 
foram relatados casos de leishmaniose viscerais humano e caninos (OLIVEIRA, FALCÃO 
& BRAZIL 2000). No Brasil as espécies que provocam Leishmaniose Tegumentar 
Americana em humanos, são basicamente a Leishmania (Viannia) braziliensis, a 
Leishmania (Viannia) guyanensis, a Leishmania (Viannia) lainsoni, a Leishmania 
(Viannia) shawi, a Leishmania (Viannia) naiffi e a Leishmania (Viannia) amazonensis 
(LAINSON et al., 1979, GONTIJO & CARVALHO, 2003). Em relação à Leishmaniose 
Visceral, no território brasileiro, a espécie responsável pela infecção é a  Leishmania 
infantum e, sua transmissão ocorre, principalmente, pela picada do inseto vetor, Lutzomya 
longipalpis (LAINSON et al., 1985). 
Mesmo diante da alta incidência de leishmaniose no Brasil e no mundo, existe uma 
limitação de alternativas para o seu tratamento, uma vez que na ausência de vacinas eficazes, 
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o único meio de tratar e controlar a leishmaniose é por meio da quimioterapia 
(MENEGUETTI et al., 2015; TOLEDO et al, 2014). 
No tratamento da leishmaniose, os antimoniais pentavalentes (Sb5+) produzidos a 
mais de 70 anos, são os medicamentos de primeira linha (KIRK & SATI 1947). Contudo, 
sua alta toxicidade ao usuário leva a efeitos colaterais graves tais como insuficiência renal, 
pancreatite aguda, mialgia, teratogenicidade, neuropatia periférica, hepatotoxicidade e 
cardiotoxicidade (arritmia cardíaca), além disso, a longa duração do tratamento e o 
aparecimento de resistência dos parasitas frente aos fármacos são empecilhos ao tratamento 
bem-sucedido (GUTIERREZ-REBOLLEDO, DRIER-JONAS & JIMÉNEZ-ARELLANES, 
2017). Os medicamentos de segunda linha, como a anfotericina B e a miltefosina, também 
apresentam limitações, como toxicidade ao paciente, dificuldade de administração do 
fármaco e aos altos custos dos medicamentos, dificultam a sua implementação nos sistemas 
de saúde pública dos países endêmicos (MARANGO et al., 2017; BEER et al, 2016; 
TOLEDO et al, 2014). Frente ao exposto, a busca por novas substâncias ativas, que possam 
dar origem a novos medicamentos para o tratamento das Leishmanioses torna-se urgente, 
considerando os diversos problemas relatados aos fármacos já existentes. Nos últimos 
anos, tem sido dada uma atenção considerável aos metabolitos secundários das plantas a 
fim de buscar novas moléculas que podem ser eficazes frente às leishmanioses. Entre estes 
metabólitos, os terpenos, alcalóides, lignanas e os flavonoides já foram apontados como 
moléculas promissoras (BEER et al, 2016; MENEGUETTI et al., 2015). 
Neste contexto, o uso de plantas como fontes de novas alternativas terapêutica pode 
ser promissora e alguns estudos tem demonstrado potencial atividade leishmanicida 
associada a extratos de plantas. Por exemplo, MOREIRA e colaboradores (2017), ao 
avaliarem a atividade leishmanicida do óleo essencial de Vernonia polyanthes e da 
substância dele isolada (Zerumbone) verificaram significativa atividade frente às formas 
promastigotas de Leishmania infantum, com redução considerável da viabilidade dos 
parasitas. O óleo essencial de Vernonia polyanthes apresentou uma IC50 de 19.4 μg/ml, e o 
constituinte que foi isolado obteve um IC50 de 9,0 μg/ml frente os parasitos. 
Em outro estudo realizado com extratos da planta Echium arenarium (Guss), KEFI e 
colaboradores (2018) observaram que o extrato de acetato de etila exibiu elevada atividade 
leishmanicida contra as formas promastigotas de Leishmania, apresentando IC50 de 9,91 ± 
0,15 ug / mL contra a espécie L. infantum, causadora da forma visceral e 13,91 ± 0,43 ug / mL 
contra a espécie L. major, causadora da forma cutânea. Com redução do crescimento dos 
parasitas em mais de 90%. Em outro estudo, realizado por TOLEDO e colaboradores (2014) 
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foi demonstrado que sete de oito compostos isolados de Tithonia diversifolia apresentaram 
atividade leishmanicida considerável frente às formas promastigotas da cepa H-3227 de 
Leishmania braziliensis. Os compostos tagitinina C; 1β,2α-epoxitagitinina C; e tagitinina F 
apresentaram menores DL50, com 3,2; 2,2 e 7,4 µg/mL respectivamente, sendo que o 
composto 1β,2α-epoxitagitinina C e tagitinina F apresentaram índice de seletividades 
consideráveis: >22,7 e >6,7 respectivamente. 
 
3.4.4 Infecções Bacterianas 
 
 Os fármacos usados na terapia antibacteriana revolucionaram a medicina e nossa 
capacidade de controle sobre as infecções bacterianas, por promoverem uma extraordinária 
diminuição na morbidade e mortalidade causada por infecções microbianas (JACKSON, 
CZAPLEWSKI & PIDDOCK, 2018). 
Quando se faz necessário o uso de antibióticos, os mesmos deveriam ser prescritos de 
forma racional, com base em um diagnóstico concreto e não baseado apenas em dados 
epidemiológicos de determinados agentes etiológicos, uma vez que seu uso irracional pode 
favorecer o aparecimento de patógenos resistentes, principalmente em ambientes hospitalares, 
tornando-se um problema sério no tratamento das doenças infecciosas (KADOSAKI et al., 
2012). Além disso, a prática irracional no uso da antibioticoterapia, como usuários que não 
seguem a posologia correta, também têm contribuído para o surgimento de resistência 
bacteriana (FIOL et al., 2010). 
A resistência bacteriana pode ser considerada um fenômeno ecológico e natural, que 
ocorre como consequência da habilidade da população bacteriana de se adaptar frente ao 
amplo uso de antibióticos (SANTOS 2004). Vários mecanismos podem levar as bactérias a 
apresentarem resistências a antibióticos, por exemplo: (1) a modificação de alvos protéicos 
para antibióticos; (2) a produção de enzimas que podem degradar ou modificar a estrutura do 
antibiótico tornando-o ineficaz no tratamento de infecções; (3) as alterações da 
permeabilidade da parede celular devido a mutações, dificultando a ação do fármaco; (4) o 
uso do sistema de bombeamento para expulsar as moléculas de antibióticos para fora das 
células bacterianas (ALDULAIMI et al., 2017). Consequentemente, o uso de antibióticos, 
principalmente de forma irracional, pode culminar em forte pressão seletiva sobre os 
microrganismos, cada vez mais resistentes (JACKSON, CZAPLEWSKI & PIDDOCK, 2018). 
Geralmente, os fatores que favorecem seu aparecimento estão relacionados à utilização 
54 
 
 
                          
                     
     6
9
 
 
inadequada do fármaco, com frequente exposição, uso de subdoses e por tempo de tratamento 
inadequado (GUIMARÃES et al., 2010a). 
A resistência dos patógenos aos tratamentos com os antimicrobianos representa uma 
crescente ameaça para a saúde pública, afetando tanto países desenvolvidos como em 
desenvolvimento, sendo, portanto, um problema emergente, uma vez que compromete a 
atividade farmacológica e a eficácia das drogas antibacterianas disponíveis e, 
consequentemente, coloca em risco a saúde da população (NICHOL et al., 2015; ABUELIZZ 
et al., 2018; SANTOS et al., 2004).  
Segundo RAMOS-CASTAÑEDA e colaboradores (2018), cerca de 10 a 50% das 
infecções que ocorrem na América Latina, são oriundas de resistências associadas a 
antibióticos. Nos Estados Unidos e Europa, morrem cerca de 50 mil pessoas decorrentes de 
resistência bacteriana e, a nível mundial, estima-se que possa ser superior a 700.000 mortes 
por ano. Até o ano de 2050, estima-se que 10 milhões de pessoas poderiam vir a óbito como 
conseqüência direta da multiresistência a micro-organismos. 
No Brasil, estima-se que a taxa de infecções hospitalares atinja cerca de 14% das 
internações nosocomiais. Segundo dados da ANVISA, aproximadamente 234 milhões de 
pacientes são operados por ano em todo o mundo, e destes, um milhão morre em decorrência 
de infecções hospitalares, e sete milhões ainda apresentam complicações no pós-operatório 
(ANVISA 2015).  
Muitos centros de saúde e hospitais têm registrado altas taxas de infecções 
nosocomiais, sendo elas causadas por bactérias resistentes, como Staphylococcus aureus, 
resistente à meticilina, Enterococcus faecalis resistente a vancomicina ou bactérias Gram-
negativas, que apresentam resistência a vários medicamentos (IGWARAN et al., 2017; 
NGEZAHAYO et al., 2017), como a Escherichia coli, que já apresentou resistência a 
cefolosporionas e aminoglicosídeos (BAPTISTA 2013).  
Desta forma, é evidente a necessidade de encontrar novas maneiras de prevenir a 
resistência microbiana e/ou descobrir novos antibióticos, ou ainda melhorar os existentes 
(NICHOL et al., 2015), uma vez que, cada vez mais casos de resistência estão surgindo, 
aumentando os riscos para os pacientes, além do aumento com os custos econômicos que são 
gastos com os pacientes (OBOLSKI, STEIN & HADANY, 2015). 
Entretanto, é necessário considerar a dificuldade de identificar novas estruturas com 
novos mecanismos de ação em microrganismos, devido ao alto custo relacionado ao 
desenvolvimento de novos fármacos. Esta realidade tem provocado um declínio no 
lançamento de novas drogas no mercado (DEMAIN, 1999; JACKSON, CZAPLEWSKI & 
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PIDDOCK, 2018), representando um problema para a população que carece de 
antimicrobianos mais eficazes, em vista ao desenvolvimento de microrganismos resistentes a 
aos fármacos já existentes. 
No quadro 1 estão descritas as bactérias que serão utilizadas nos ensaios, 
representadas as suas principais características, os antibióticos mais efetivos, as resistências 
associadas a antibióticos, e suas características farmacológicas. 
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Quadro 1: Características das bactérias utilizadas neste estudo e fármacos disponíveis para o tratamento das infecções bacterianas, resistências 
associadas, e suas características farmacológicas. 
Bactéria Classificação pelo 
Gram 
Patologia causada 
no homem 
Antibiótico 
efetivo 
Classe Mecanismo de 
Ação 
Resistência Referências 
   Amoxicilina, 
Penicilina 
 
β-Lactâmicos 
Inibidor da 
síntese da parede 
celular 
  
 
Escherichia coli 
 
Gram-negativa 
Infecções do trato 
urinário e 
gastrointestinais 
 
Polimixina E 
 
 
Polimixinas 
Inibição da 
síntese da 
membrana 
citoplasmática 
Cefolosporiona, 
Aminoglicosídeos, 
Fluoroquinolonas 
Baptista (2013); 
Franco (2002) 
   Ciprofloxacina, 
Norfloxacina e 
Ofloxacina 
 
Fluoroquinolona 
Alteração na 
síntese dos 
ácidos nucleicos 
  
   Estreptomicina, 
Gentamicina, 
Canamicina e 
Amicacina 
 
Aminoglicosídeos 
 
Inibição da 
síntese proteica 
nos ribossomas 
 
Sulfazotrin, 
penicilinas, 
Sulfazotrin, 
Penicilinas, 
Cefalosporinas e 
Aztreonan. 
 
Ministério da 
Saúde (2010); 
Costa, et al., 
(2010); 
Baptista (2013); 
Reiss et al., 
(2000) 
Klebsiella 
Oxytoca 
Gram-negativa Infecção neonatal  
Polimixina E 
 
Polimixinas 
Inibição da 
síntese da 
membrana 
citoplasmática 
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Bactéria Classificação pelo 
Gram 
Patologia causada 
no homem 
Antibiótico 
efetivo 
Classe Mecanismo de 
Ação 
Resistência Referências 
 
Proteus mirabilis 
 
 
Gram-negativa 
Infecções no trato 
respiratório, 
urinário, 
gastrointestinais 
 
Amoxicilina, 
Penicilina 
 
β-Lactâmicos 
 
 
Inibidor da síntese 
da parede celular 
Cefalosporina, 
Aminoglicosídeos, 
Fluoroquinolonas 
 
Baptista (2013); 
Michelim (2008) 
 
 
 
Pseudomonas 
aeroginosa 
 
 
 
Gram-negativa 
Infecção 
nosocomial 
relacionadas ao 
trato urinário, 
respiratório, 
 
 
Penicilinas, 
antipseudomonas 
 
 
β-Lactâmicos 
 
 
Inibidor da síntese 
da parede celular 
 
 
Sulfonamida, 
trimetoprim, 
tetraciclina, 
 
 
Baptista (2013); 
Neves et al., (2011) 
  da pele, e tecidos 
moles 
 
Polimixina C ou 
Colistina 
 
Polimixinas 
Inibição da síntese 
da membrana 
citoplasmática 
cloranfenicol e 
Macrolídeos 
 
 
Staphylococcus 
aureus       
 
 
 
Gram-positiva 
Desde simples 
infecções até mais 
graves como 
pneumonia e 
meningite 
 
Estreptomicina, 
Gentamicina, 
Canamicina e 
Amicacina 
 
 
Aminoglicosídeos 
 
Inibição da síntese 
proteica nos 
ribossomos 
 
Meticilina, 
Rifampicina. 
 
Baptista (2013); 
Rodrigues et al., 
(2017) 
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Bactéria Classificação pelo 
Gram 
Patologia causada 
no homem 
Antibiótico 
efetivo 
Classe Mecanismo de 
Ação 
Resistência Referências 
 
Salmonella 
Typhimurium 
 
Gram-negativa 
 
Gastrenterites e 
intoxicações 
alimentares 
 
 
Cloranfenicol 
 
 
Anfenicóis 
 
Inibição da síntese 
proteica nos 
ribossomos 
 
 
Quinolonas 
Baptista (2013); 
Balbani & 
Butugan, (2001); 
Borowsky et al., 
(2006) 
 
 
Bacillus cereus      
 
 
Gram-positiva 
 
 
Intoxicações 
alimentares 
 
Ciprofloxacina, 
Norfloxacina e 
Ofloxacina 
 
 
Fluoroquinolona 
 
Alteração na 
síntese dos ácidos 
nucléicos 
 
 
Vancomicina 
 
Lago (2002); 
Gomes (2013); 
Soares et al., 
(2008) 
   
 
Listeriose, 
 
Penicilina G e V, 
Ampicilina 
 
β-Lactâmicos 
 
Inibidores da 
síntese da parede 
celular 
  
 
Listeria 
monocytogenes 
 
Gram-positiva 
meningite, 
encefalite, 
infecções cervical 
e/ou intra-uterina 
 
 
Cloranfenicol 
 
 
Anfenicóis 
 
Inibição da síntese 
proteica nos 
ribossomos 
 
Cefalosporinas, 
tetraciclinas 
Barancelli et al., 
(2011); Barocci et 
al., (2015); Silva 
(2009); Baptista 
(2013) 
   
Eritromicina Macrolídeos 
Inibição da síntese 
proteica 
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Diante do exposto e considerando que a resistência bacteriana é um grave problema de 
saúde pública (MENEZES et al., 2007; SANTOS, 2004; OLIVEIRA & SILVA, 2008), uma 
vez que cepas resistentes de bactérias já são relatados, além da falta de novos fármacos 
efetivos (SANTOS et al., 2004), se faz necessário a busca de novos compostos 
antimicrobianos que proporcionem um tratamento mais eficaz, sendo a triagem a partir de 
substâncias extraídas de plantas uma promissora estratégia (LORENZONI, et al 2013; 
PENNA et al., 2001). 
Corroborando tal observação, vários trabalhos têm apresentado resultados favoráveis 
ao avaliarem a atividade antibacteriana de produtos naturais. HAFIZ e colaboradores (2018) 
avaliaram o potencial antibacteriano de extratos da planta Thymus vulgaris e, foi observado 
que a fração metanólica mostrou atividade significativa contra Bacillus subtilis. 
Em outro estudo, JARADAT & AL-LAHHAM (2018) avaliaram a atividade 
antimicrobiana da fração metanólica da espécie Scolymus angiospermus, em que foi 
observada atividade significativa frente às bactérias S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, com 
CIM de 1,75; 6,25; 12,5 mg/mL respectivamente, e frente aos fungos C. albicans e E. 
floccosum, com CIM de, 17,5 e 25 mg/ml, respectivamente. 
A busca de novas substâncias com potenciais antibacterianos a partir de plantas 
medicinais é extremamente abundante, contudo, na avaliação de resultados promissores sobre 
qual a concentração aceitável, ainda não existe um consenso na literatura quanto à 
concordância da concentração que pode ser considerada com potencial efeito, quando 
comparada com antibióticos convencionais (DUARTE, 2006). Para alguns autores, resultados 
promissores de extratos vegetais são aqueles em que os resultados se apresentam similares aos 
de antibióticos conhecidos, e ainda, se o pesquisador trabalhar com uma fração já determinada 
ou substância pura (ALIGIANIS et a., 2001). 
Diversos estudos adotam faixas de CIM para extratos vegetais, de forma que possam 
ser classificados quanto à atividade inibitória frente às cepas bacterianas e não há consenso na 
literatura sob a faixa adotar, conforme descrito na tabela 3. MITSCHER et al., (1972) relata 
que, dificilmente uma substância pura que não  apresente  atividade  até  10  μg/mL  seria  um  
bom  candidato  a  uso  clínico, contudo,  a aplicação desta observação frente a frações e 
principalmente a extratos brutos pode ser complicada, devido ao fato de o extrato bruto e até 
mesmo as frações serem geralmente uma mistura complexa de substâncias, sendo que muitas 
podem estar presentes em baixas concentrações ou agirem sinergicamente, ou mesmo 
antagonicamente. 
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Tabela 3: Classificação da Concentração inibitória Mínima (CIM) para extratos, frações e substância pura de vegetais quanto à atividade 
antibacteriana. 
Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) 
Extrato, fração ou 
substâcia pura 
Atividade leve Atividade moderada Atividade alta Referências 
Extrato bruto 500 – 1000 100 – 500 < 100 
SARTORI (2005); FABRY et al., (1998); 
HOLETZ et al., (2002); DALL‘AGNOL 
et al., (2003); SIMONETTI et al., (2016). 
Extrato bruto 250 – 500 101 – 250 < 100 ARAÚJO et al., (2010). 
Extrato bruto ≥ 1600 201 – 510 200 SANTURIO et al., (2007). 
Extrato bruto > 500 e ≤ 1000 >100 e ≤ 500 ≤ 100 
SANTOS et al., (2015a); AYRES et al., 
(2008). 
Extrato bruto, frações e 
substância pura. 
150 – 250 75 – 150 < 75 MARQUI et al., (2008). 
Extrato bruto e frações. ____ ____ ≤ 100 
RÍOS & RECIO (2005); GIBBONS 
(2008). 
Substância pura ____ ____ ≤ 10 
RÍOS & RECIO (2005); GIBBONS 
(2008). 
____  Não demonstrada pelo autor. 
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3.4.5 Infecções Fúngicas 
 
Os fungos são pertencentes ao reino Fungi, são seres eucarióticos, heterotróficos e 
apresentam-se em três grupos: as leveduras (seres unicelulares), os fungos filamentosos (seres 
multicelulares) e os cogumelos, sendo os dois primeiros microscópicos e responsáveis por 
causar problemas de micoses em humanos e o último macroscópico (ALMEIDA et al., 2015; 
LEVINSON, 2016). Os fungos podem causar infecções nos seres humanos, sendo que, na 
maioria das vezes, as infecções ocorrem na pele e sem grandes extensões. Contudo, 
relacionado ao ambiente hospitalar, as infecções fúngicas passaram a ter uma grande 
importância nos últimos anos, em que, algumas espécies em condições de debilidade do 
sistema imune do individuo são capazes de provocar infecções sistêmicas mais graves, que 
podem até mesmo levar à morte. Tais infecções, associada a um quadro de imunossupressão 
do paciente, pode provocar altas taxas de morbidade e mortalidade (NORDOY et al., 2018; 
ALMEIDA et al., 2015; NAKAMURA et al., 2013; SILVA, 2010). 
Nos últimos 30 anos, as infecções fúngicas estão se tornando cada vez mais comuns, e 
com isso, se tornam um relevante problema de saúde pública, principalmente quando surgem 
casos de resistência microbiana (ANDRADE et al, 2017). Tais infecções, além do risco a 
saúde do paciente, também trazem consequências econômicas, uma vez que tratamentos 
mais dispendiosos são necessários (KEMAYKIN et al., 2018). Segundo LAZZARINI e 
colaboradores (2018), recentemente foi estimado que mais de 300 milhões de indivíduos são 
diagnosticados em todo mundo com infecções fúngicas graves, dos quais os patógenos 
responsáveis pelas infecções são principalmente dos gêneros Cryptococcus, Candida, 
Aspergillus e Pneumocystis. 
Os fungos leveduriformes (quadro 2), foco da nossa atividade antifúngica, são muito 
freqüentes nas infecções hospitalares (ANVISA 2018), dentre eles, o gênero Candida, 
bastante conhecido e responsável por causar infecções como candidíase ou candidose, suas 
lesões podem ser branda, aguda ou crônica, apresentando-se ainda como superficial ou 
profunda. Seu espectro clínico pode variar conforme o estado imunitário do paciente 
(FREIRE et al., 2016), podendo causar uma ampla gama de efeitos adversos para a saúde 
humana (SCHRODER et al., 2018). Estima-se que existam cerca de 150 espécies dentro do 
gênero Candida (DIGNANI et al., 2003). Contudo, apenas algumas cepas estão relacionadas 
com infecções humanas, as quais estão incluídas, principalmente, Candida albicans, Candida 
krusei, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida famata (FEYAERTS et al., 2018; 
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GOMÉZ et al., 2010). As micoses causadas por leveduras deste gênero são de extrema 
importância clínica e estão entre aquelas que apresentam maior incidência. As espécies deste 
gênero são microrganismos comensais, presentes na microbiota de pessoas hígidas, e são os 
principais responsáveis por causarem doenças oportunistas nas pessoas (ANDRADE et al, 
2017; VIDIGAL & SVIDZINSKI., 2009). 
Além das espécies do gênero Candida, leveduras do gênero Cryptococcus também são 
relatadas por causarem doenças oportunista nos humanos, uma vez que são freqüentemente 
encontradas na prática clínica (NAIR, JERALD J. & STADEN, JOHANNES VAN, 2018). 
Uma das manifestações clínicas mais graves causadas pelo gênero Cryptococcus é a 
meningite criptocócica, que acomete o SNC, e que muitas vezes esta associada a pacientes 
HIV positivos (SCHWARTZ et al., 2018). O CDC (Centros de Controle e Prevenção de 
Doenças) estima que globalmente, haverá uma incidência de mais de 1 milhão de novos casos 
de criptococose por ano, principalmente em  pacientes com AIDS, dos quais 600.000 poderão 
vir a morrer por causa da infecção (LAZZARINI et al., 2018). 
As principais classes de fármacos antifúngicos utilizados na clínica médica incluem: 
os imidazólicos (como o fluconazol, cetoconazol, itraconazol, etc..), os polienos (como a 
anfotericina B), as equinocandinas (como a caspofungina), entre outros. Tais antifúngicos, 
como muitos medicamentos, apresentam limitações, como nefrotoxicidade, interações 
medicamentosas, estreito espectro de atividade e surgimento de cepas resistentes. Por estas 
razões, se faz necessária a busca de novas drogas antifúngicas, visando diferentes atividades e 
com menos efeitos colaterais (LAZZARINI et al., 2018). Assim, a busca contínua por novos 
agentes antimicrobianos é de extrema importância no campo medicinal, seja descobrindo 
novas moléculas ativas, seja otimizando moléculas de antimicrobianos já conhecidos (KOTB 
et al., 2017).  
Muitos fármacos provenientes ou derivados de produtos naturais já são utilizados no 
tratamento de infecções microbianas, um grande exemplo é a penicilina, descoberta 
acidentalmente por Fleming em 1928 (CHAPLA, BIASETTO & ARAUJO 2013), que é 
utilizada até hoje no tratamento destas infecções. Outras classes de fármacos como os 
polienos, macrólidos e equinocandinas também são oriundos ou derivados de produtos 
naturais e também são utilizadas na terapia clínica (FEYAERTS, et al., 2018). 
No quadro 2, estão descritas algumas espécies de fungos leveduriformes de interesse 
médico e, que serão utilizadas nos ensaios, representando suas principais características, os 
antibióticos mais efetivos, as resistências associadas a antibióticos, e suas características 
farmacológicas. 
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Quadro 2: Características dos fungos (leveduriformes) utilizados neste estudo e fármacos disponíveis para o tratamento das 
infecções fúngicas, resistências associadas, e suas características farmacológicas. 
Fungos 
(Leveduras) 
Patologia causada 
no homem 
Antibiótico 
efetivo 
Classe Mecanismo de 
Ação 
Resistência Referências 
  
 
 
Candidíase oral e 
genital, 
candidemia e 
infecções 
sistêmicas fatais 
(imunocomprometi
dos) 
 
Anfotericina B 
 
Antifúngico 
Poliênico 
Interage e altera a 
membrana celular 
do fungo 
  
 
 
 
Candida albicans 
 
Caspofungina 
 
 
Equinocandinas 
Interage com a 
parede celular dos 
fungos e com as 
enzimas 
 
Azólicos, como 
fluconazol 
 
Melo, Duarte & 
Soares (2012); 
Quintero (2010) 
 Cetoconazol, 
Fluconazol, 
Itraconazol 
 
Imidazólicos 
Interage com a 
membrana celular 
dos fungos/inibe a 
síntese de esteroides 
  
 
 
 
Candida krusei 
Fungemia 
disseminada 
(imunocomprometi
dos); artrite 
Endocartide e 
vulvovaginite 
recorrente em 
mulheres 
 
 
Voriconazol 
 
Imidazólico 
 
Altera a membrana 
celular (ergosterol) 
alterando sua 
permeabilidade 
 
 
Sulfazotrin, 
penicilinas, 
Azólicos, como 
fluconazol 
 
Singh et al. 
(2002); 
Samaranayake, 
(1994) 
Melo, Duarte & 
Soares (2012); 
 
  
Anfotericina B 
 
Antifúngico 
Poliênico 
Interage e altera a 
membrana celular 
do fungo 
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Fungos 
(Leveduras) 
Patologia causada 
no homem 
Antibiótico 
efetivo 
Classe Mecanismo de 
Ação 
Resistência Referências 
 
 
 
 
 
Candida tropicalis 
 
Candidemia, 
principalmente em 
idosos com 
doenças malignas 
hematológicas, 
problemas 
respiratórios 
crônicos e 
pacientes 
neutropênicos 
 
 
Caspofungina 
 
 
Equinocandinas 
 
 
Interage com a 
parede celular dos 
fungos e com as 
enzimas 
 
 
 
Sulfazotrin, 
icilinas, 
flucitosina e aos 
azóis, como o 
fluconazol 
Melo, Duarte & 
Soares (2012); 
Chong et al., 
(2012);  Law, et 
al., (1996); 
Vandeputte et al., 
(2005); Menezes 
et al., (2009); 
Kothavade et al., 
(2010); 
Fernandéz-Ruiz, 
et al., (2015) 
  
 
Anfotericina B 
 
 
Antifúngico 
Poliênico 
 
Interage e altera a 
membrana celular 
do fungo 
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Diante disso, produtos naturais como as ervas medicinais podem representar fontes 
importantes na descoberta de novos fármacos antifúngicos (NAIR, JERALD J. & STADEN, 
JOHANNES VAN, 2018; QIN et al., 2018; ESSID et al., 2017; FENNER et al., 2006; RUIZ-
CAMPS & CUENCAESTRELLA, 2009). 
Na busca de novas moléculas com ação antifúngica, diversos estudos adotam diferentes 
faixas de CIM quando extratos vegetais são avaliados, de forma que possam ser classificados 
quanto à atividade inibitória frente às cepas fúngicas.  
Isto posto, não há critérios para classificação da atividade exercida por produtos naturais quanto 
à concentração que pode ser considerada com efeito antifúngico promissor, sendo adotados 
valores distintos dependendo do estudo, conforme descrito na tabela 4. 
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4 METODOLOGIA  
 
4.1 Material vegetal  
 
4.1.1 Coleta e identificação taxonômica 
 
As partes aéreas (folhas e flores) da espécie Eremanthus erythropappus (DC) 
McLeish, pertencente à família Asteraceae, foram coletadas na cidade de Diamantina, Minas 
Gerais, no campus JK da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri no mês 
de Janeiro de 2017. O material coletado foi georreferenciado, localizado nas coordenadas 
geográficas 18º 12‘20‖ S de latitude e 43º 34‘10‖ W de longitude a 1396 m de altitude. E o 
voucher foi depositado no Herbário Dendrológico Jeanine Felfili (HDJF) da Universidade 
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri sob o número de registro HDJF4599. Na figura 
3 está a imagem referente à exsicata da espécie utilizada no estudo.  
68 
 
 
            Figura 3: Exsicata Eremanthus Erythropappus (DC.) McLeish 
                  
 
A espécie não consta na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameaçadas de 
Extinção (BRASIL, 2014). A autorização de acesso ao patrimônio genético desta espécie, 
para fins de pesquisa científica se encontra na Figura 1 do Anexo A, sobre número do 
cadastro: AACD7CF. 
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4.1.2 Preparo do extrato etanólico bruto  
 
O material vegetal (folhas e flores) foi dessecado em estufa de ar 
circulante (Biopar®, modelo S480AT) a 40º C. O material foi, posteriormente, pulverizado 
com auxílio de moinho de facas (Marconi®, modelo MA580). Após os procedimentos de 
secagem e pulverização, foram obtidos 565,9 gramas de pó de E. erythropappus. 
O pó obtido foi adicionado em frascos âmbar de 1 litro e submetidos à extração por 
maceração exaustiva por aproximadamente 10 dias a temperatura ambiente, utilizando-se 
como solvente extrator etanol 96% na razão 1:10 p/v (planta:solvente), solvente este que 
também foi utilizado no preparo do extrato bruto no estudo prévio realizado pelo nosso grupo. 
O extrato etanólico obtido foi filtrado, concentrado em evaporador rotativo (Fisaton®, modelo 
801) e transferido para pequenos frascos âmbar previamente tarados, promovendo-se a 
secagem final a temperatura ambiente em dessecador contendo sílica higroscópica e, sob 
vácuo. 
 
4.2 Fracionamento do extrato etanólico bruto através de partição líquido-líquido 
 
Uma alíquota do extrato etanólico bruto seco das partes aéreas de E. erythropappus foi 
fracionada através de partições líquido/líquido (figura 4) com solventes em polaridade 
crescente (hexano – diclorometano – metanol) e a caracterização das frações foi feita por 
diferentes metodologias, conforme sumariado no delineamento experimental (Figura 5).  Após 
a suspensão do extrato bruto em solução metanol: água (3:1) foram utilizados dois solventes 
orgânicos para as partições: hexano e diclorometano, obtendo-se as respectivas frações 
hexânica, diclorometânica e hidroalcóolica (Metanol/Água). 
As frações hexânica, diclorometânica e hidroalcóolica foram concentradas em 
evaporador rotativo e transferidas para frascos âmbar previamente tarados, para secagem final 
a temperatura ambiente em dessecador sob vácuo, com sílica higroscópica. A fração aquosa 
remanescente foi liofilizada em Liofilizador (Labconco®). 
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Figura 4: Sistema do aparato de partição líquido-líquido 
  
 
 
 
Na Figura 5 está representado o delineamento das principais análises fitoquímicas a que o 
extrato etanólico bruto e frações das partes áreas da espécie Eremanthus erythropappus (DC.) 
foram submetidas. 
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4.3 Processos Cromatográficos 
4.3.1 Cromatografia em Coluna 
 
 Para obtenção das sub-frações a partir das frações hexânica e diclorometânica resultantes da 
partição líquido-líquido, foi aplicada a cromatografia em coluna (50 cm x 17 cm). Foi utilizada 
como fase estacionária a SILICAGEL 60 tamanho 0,05 – 0,2 mm (Dinâmica®). Como fase móvel 
utilizou-se os solventes hexano, acetato de etila e etanol, e misturas dos mesmos, em gradientes 
crescentes de polaridade (conforme a tabela 5) (OLIVEIRA et al., 2014). 
 
Tabela 5: Fase móvel em polaridade crescente utilizada na cromatografia em coluna para separação 
cromatográfica da fase hexânica e da fase diclorometânica do extrato etanólico de partes aéreas de 
Eremanthus Erythropappus (DC) McLeish. 
SOLVENTES PROPORÇÃO VOLUME (mL) 
Hexano 100% 75 
Hexano/Acetato de Etila 8:2 60/15 
Hexano/Acetato de Etila 6:4 45/30 
Hexano/Acetato de Etila 4:6 30/45 
Hexano/Acetato de Etila 2:8 15/60 
Acetato de Etila 100% 75 
Acetato de Etila/Etanol 8:2 60/15 
Acetato de Etila/Etanol 6:4 45/30 
Acetato de Etila/Etanol 4:6 30/45 
Acetato de Etila/Etanol 2:8 15/60 
Etanol 100% 75 
 
4.3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
 
Após a realização da Cromatografia em Coluna das fases hexânica e diclorometânica, com 
obtenção das subfrações, estas foram submetidas à CCD, empregando placas de Sílica Gel254, 20 x 
20 cm, espessura 250 µm (Whatman®). Como agentes reveladores foram usadas luz UV (λ = 254 e 
366 nm) (lâmpadas Sankyo Denk ®) e vanilina sulfúrica (seguida de aquecimento da placa a 100 - 
110°C), a fim de reunir as frações que apresentaram semelhanças na análise cromatográfica.
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4.3.3 Cromatografia de Exclusão (Sephadex) 
 
A fase hidroalcoólica final foi rotaevaporada e obteve-se então a fase aquosa 
remanescente, que foi congelada e, posteriormente, liofilizada. Para o fracionamento da fase 
aquosa remanescente, foi realizada a cromatografia de exclusão, com uso de gel de dextrana 
(Sephadex LH-20™), utilizando-se como fase móvel metanol PA. 
 
4.3.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) 
 
As análises de CG/EM foram realizadas no Cromatógrafo a Gás acoplado a 
Espectrômetro de Massas (CG/EM), marca Perkin Elmer®, coluna DB-5-MS Agilent® (30m 
x 0,25 mm, 0,25 µm), do Laboratório de Pesquisas e Pós-Graduação (LPP) – do 
Departamento de Química - UFVJM. As frações hexânica e diclometância foram dissolvidas 
em metanol grau HPLC e foram injetadas no equipamento, com gás de arraste hélio, pressão 
de 81,5 kPa e fluxo de 1,2 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram 260°C e 
300°C, respectivamente. Na análise foi utilizado um gradiente: 60 °C por 2 min, 60-120°C 
(30°C/min), 120-220°C (10°C/min), 220-300 °C (5°C/min), 300 °C por 20 min. O tempo total 
da análise cromatográfica foi 50 minutos (BRACHET et al., 1997; ZUANAZZI et al., 2001; 
OLIVEIRA et al., 2014). Foi empregado potencial de fluxo de 70 eV. 
 
4.3.5 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplada a Detector Ultravioleta 
(CLAE-UV) 
 
A fração hidroalcoólica obtida da partição líquido-líquido foi analisada por 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Luz Ultravioleta ProStar e 
degaseificador Degassit 6341, localizado no Laboratório de Pesquisas e Pós-Graduação (LPP) 
– do Departamento de Química - UFVJM. A análise foi realizada em coluna analítica de fase 
reversa Supelcosil TM LC-18 (25 cm x 4,6 mm) com filme de revestimento de 5 µm de 
espessura. Sistema equipado com pré-coluna Varian C18, com colaboração do Prof. Dr. 
Rodrigo Moreira Verly (Departamento de Química- FACET-UFVJM). 
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A identificação de compostos a partir da CLAE-UV foi proposta pela comparação dos 
tempos de retenção dos picos obtidos no cromatograma da amostra hidroalcoólica frente ao 
cromatograma de dois padrões utilizados. 
Os padrões cromatográficos utilizados foram a quercetina e a rutina (Biotec®) (figura 
6), compostos pertencentes à classe dos flavonóides e, comumente encontrados em espécies 
do gênero Eremanthus. 
 
Figura 6: Estrutura química da Quercetina e da Rutina. 
 
       
 
 
                      QUERCETINA 
  
        
                            RUTINA 
 
Para o preparo da amostra, pesou-se 100 mg da fração hidroalcoólica e, a mesma foi 
dissolvida em 1 mL de água mili-Q e em 1 mL de acetonitrila (ACN) (solventes utilizados na 
fase móvel), obtendo uma concentração final de 50mg/mL, posteriormente a amostra foi 
filtrada em seringa de filtração 0,22 µm (Nylon) e o volume injetado no equipamento foi de 
20 µL.  
Os padrões quercetina e rutina foram preparados nas concentrações de 2,5 e 10 mg/mL 
respectivamente, uma vez que a quercetina, devido à baixa solubilidade em água mili-Q e 
ACN 1:1, a mesma foi preparada na concentração de 2,5 mg/mL, sendo as mesmas 
dissolvidas e analisadas nas mesmas condições da amostra, conforme demonstrado abaixo. 
Toda fase móvel utilizada foi de grau HPLC, e os solventes para eluição foram: A = 
ácido acético aquoso, 2% (v / v); solvente B = ACN - 98%; ácido acético - 2% (v / v); a um 
fluxo de 1,6 mL/min (GOUVEA et al., 2012).  
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O gradiente de eluição da fase móvel e suas proporções estão descritos na tabela 6. O 
cromatograma da CLAE-UV foi registrado a 325 nm. 
 
Tabela 6: Gradiente de eluição da fase móvel utilizada na análise em  
CLAE-UV da fração hidroalcoólica do extrato etanólico das  
partes aéreas de Eremanthus erythropappus (DC) McLeish. 
Tempo 
(min) 
Solvente 
A (%) 
Solvente 
B (%) 
0 90 10 
35 82 18 
40 77 23 
50 72 28 
60 60 40 
65 0 
100 
               Solvente A: Ácido acético aquoso, 2%. 
                  Solvente B: = ACN - 98%; ácido acético - 2%. 
                  Fluxo: 1,6 mL/min. 
 
 
4.4 Ensaios biológicos 
 
Os ensaios para avaliação das atividades antitumoral, leishmanicida, tripanocida, 
antibacteriana, antifúngica e de citotoxicidade foram realizados nos Laboratórios de Doenças 
Parasitárias do Departamento de Farmácia e no laboratório de Doenças Infecciosas e 
Parasitárias do CIPq-Saúde, da UFVJM .  
O extrato bruto etanólico e suas frações hexânica, diclorometânica e hidroalcoólica 
foram dissolvidas em DMSO, solvente orgânico, na concentração de 0,125%, como 
previamente padronizado por OLIVEIRA (2016). Posteriormente, foram submetidos a banho 
de ultrassom (Unique®) por duas horas e armazenados a -20ºC até o momento do uso. Os 
fármacos padrões foram também avaliados quanto à citoxicidade, empregando as células 
L929. 
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4.4.1 Avaliação da Atividade antitumoral 
4.4.1.1 Linhagem Celular e Manutenção  
Para a avaliação da atividade antitumoral foram utilizadas duas linhagens de células 
tumorais, a MDA-MB-231 (ATCC
® 
HTB-26TM), e a A549 (ATCC®, CCL-185). A linhagem 
MDA-MB-231 é uma linhagem celular de adenocarcinoma de câncer de mama, enquanto a 
linhagem A549 é uma linhagem de adenocarcinoma alveolar humano. 
Por representarem bons modelos de células cancerígenas de mamíferos, estas foram 
utilizadas no presente trabalho (KHAN et al., 2018). Para triagem inicial das atividades 
antitumorais do extrato bruto e suas frações, as células MDA-MB-231 foram submetidas à 
expansão celular em garrafas de cultura de 75 cm
2
 de área, empregando meio Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium - DMEM (Sigma®), contendo 10% de soro fetal bovino, 1,6% de 
L-glutamina 200 mM e 1% de uma solução estabilizada de penicilina (10.000 
U/mL)/estreptomicina (10 µg/mL). Posteriormente, as células foram submetidas à incubação 
em estufa a 37°C e, atmosfera de 5% de CO2 e o crescimento celular foi acompanhado 
diariamente ao microscópio invertido (Meddilux, modelo MDL 150 TAI), onde foi feita a 
troca de meio até obtenção de 80% de confluência. Em seguida, as células foram lavadas duas 
vezes com solução de PBS 1X e, foi adicionado 1 mL de solução 0,5% de tripsina-EDTA para 
promover a dispersão da monocamada de células e a garrafa foi deixada em repouso por  
aproximadamente três minutos. Após este período, a tripsina foi inativada com 9 mL do meio 
DMEM Sigma® suplementado.  
As células da linhagem A549 foram submetidas a cultivo e manutenção nas mesmas 
condições descritas para a linhagem MDA-MB-231, mas utilizando o meio Modified Eagle’s 
Medium MEM Cultilab®, devidamente suplementado com 10% de SFB, 3% de solução de 
100 µg/mL de penicilina e estreptomicina, e 1,6% de L-Glutamina. Uma vez comprovada 
atividade do extrato bruto e/ou suas frações sob a linhagem tumoral células MDA-MB-231, 
estas também foram testadas sobre a linhagem A549 (ATCC
®
, CCL-185) linhagem de 
adenocarcinoma alveolar humano, nas mesmas condições descritas para a linhagem MDA-
MB-231, mas utilizando o meio MEM Cultilab®. 
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4.4.1.2 Ensaio para determinação da atividade antitumoral do extrato etanólico bruto e 
suas frações 
 
A avaliação da atividade antitumoral foi realizada também pela técnica de MTT 
em células tumorais, conforme descrito anteriormente no item 4.4.1.2 com adaptações. 
Para a realização do método, 100 µL de suspensão celular foram plaqueadas em placas de 96 
poços, em concentração de 1,5x10
5 
células/poço e, incubadas em estufa, a 37°C, por 24 h, em 
atmosfera de 5% de CO2 utilizando meios de cultura suplementados DMEM (Sigma®) para a 
linhagem MDA-MB-231, e MEM (Cultilab®) para a linhagem A549. Em seguida as células 
foram tratadas com diferentes concentrações do extrato bruto e suas frações (1000 a 7,81 
µg/mL) e, incubadas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO2 por 72 h. Como controle de 
atividade utilizou-se o fármaco padrão Paclitaxel a 35 µg/mL e controle de viabilidade as 
células contendo somente o meio DMEM ou MEM suplementados (controle de crescimento). 
Após a incubação, a placa foi centrifugada a 3000 rpm, durante 15 minutos, e o sobrenadante 
contido em cada poço foi removido e substituído por 100 µL de meio contendo MTT a uma 
concentração final de 0,5 mg/mL. A placa foi então novamente incubada, protegida da luz em 
estufa a 37°C, atmosfera de 5% de CO2 por 4h, conforme padronizado por MOSMANN et al., 
(1983). Decorridas quatro horas de incubação, as placas foram novamente centrifugadas a 
3000 rpm durante 15 minutos; e o meio de cultura com MTT foi removido de todos os poços, 
e, em seguida, adicionados aos poços 100 µL de DMSO para solubilizar os cristais. Cada 
poço foi cuidadosamente homogeneizado, as placas foram agitadas por 10 minutos em 
agitador orbital, determinando-se, posteriormente, a absorbância em leitor de ELISA no 
comprimento de onda de 540 nm. Os testes foram realizados em triplicata em três 
experimentos independentes. Os resultados obtidos foram usados para a determinação da 
viabilidade celular, a qual foi determinada por comparação entre a absorbância do controle de 
crescimento celular, que corresponde a 100% de viabilidade celular. 
 
4.4.2 Avaliação da Atividade antitripanosomatídeos 
 
A triagem das atividades tripanocida e leishmanicida do extrato bruto e frações 
foram realizadas inicialmente nas formas extracelulares: epimastigotas de Trypanosoma cruzi 
e promastigotas de Leishmania sp. 
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4.4.2.1 Avaliação da atividade Tripanocida 
4.4.2.1.1 Cepa e Manutenção 
 
A cepa de Trypanosoma cruzi utilizada no presente estudo foi a Colombiana, isolada 
de um caso humano na Colômbia (FEDERICI et al., 1964), que corresponde a um modelo que 
apresenta resistência ao fármaco benznidazol, conforme determinado por FILARDI & 
BRENER (1987). Essa cepa foi cedida pelo Laboratório de Doenças de Chagas do Núcleo de 
Pesquisas em Ciências Biológicas da UFOP. As formas epimastigotas da cepa Colombiana 
foram mantidas criopreservadas em nitrogênio líquido no banco de cepas do Laboratório de 
Doenças Parasitárias, da UFVJM, em meio LIT contendo 30% de glicerina. Para a execução 
dos experimentos, as formas epimastigotas foram inicialmente descongeladas a temperatura 
ambiente e transferidas para tubos cônicos de 15 mL (Global®). Depois de adicionar 100 µL 
de meio LIT, os tubos foram incubados em estufa incubadora B.O.D (demanda bioquímica de 
Oxigênio; SL 200/364 Solab® Cientifica), a 26°C, por 24 horas. Após esse tempo, as culturas 
foram centrifugadas (Termo®, modelo BR4i multifunction) a 3000 rpm, por 15 minutos, a 
temperatura ambiente, para a eliminação da glicerina utilizada no congelamento. O 
sobrenadante foi então desprezado, e o sedimento ressuspendido em 1 mL de meio LIT. Os 
tubos foram novamente incubados em estufa B.O.D (Solab®) a 26°C. No início do cultivo, as 
culturas foram analisadas a cada três dias e depois de estabelecido o seu crescimento foram 
submetidas a crescimento exponencial para a obtenção de uma quantidade de formas 
epimastigotas suficiente para realização dos experimentos. 
 
4.4.2.1.2 Ensaio para determinação da atividade tripanocida do extrato bruto e suas 
frações sobre formas epimastigotas 
 
No ensaio da atividade tripanocida, também foi empregado o método de MTT descrito 
por MOSMANN et al. (1983). Na fase exponencial de crescimento, uma suspensão de 4x10
7 
parasitos/mL foram transferidos para um erlenmeyer com 20 mL de LIT q.s.p., na proporção 
de uma parte de cultura rica para uma de meio LIT, as quais foram observadas diariamente em 
microscópio óptico (Olympus
®
). Esta foi incubada em estufa B.O.D (Solab
®
), a 26°C durante 
sete dias para atingir a fase estacionária de crescimento (OLIVEIRA, 2016). 
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Uma vez atingida esta fase estacionária, os parasitos foram quantificados e 50 µL da 
suspensão de epimastigotas na concentração de 4x10
7 
parasitos/poço foram distribuídos em 
placas de cultura de 96 poços (Sarstedt®). Em seguida, a cada poço foram adicionados 50 µL 
das soluções contento diferentes concentrações do extrato bruto e das suas frações (125; 250; 
500; 1000 μg/mL). Diferentes controles foram adicionados ao experimento: fármaco padrão, 
benznidazol, foi utilizado na concentração de 75 μg/mL como controle de morte dos parasitos. 
Como controle de crescimento parasitário ou de viabilidade foi utilizado o meio LIT e 
parasitas; controles do extrato e suas frações (concentração dos compostos testes sem a 
presença dos parasitas); controle do solvente (meio LIT com 0,125% de DMSO na presença 
de parasitas) e controle de esterilidade do meio LIT. Na sequência, foram incubadas em estufa 
B.O.D. (Solab
®
), a 26°C, por 72 horas, protegidas da luz. Após esse período, as placas foram 
centrifugadas a 4000 rpm, por 30 minutos em centrífuga (Thermo®), o sobrenadante então foi 
removido e, posteriormente, foi adicionado a cada poço 100 μL de uma solução de LIT com 
MTT a 5,0 mg/mL. As placas foram novamente incubadas nas mesmas condições, por 4 
horas, protegidas da luz. Posteriormente, foi adicionado 100 μL de duodecil sulfato de sódio 
(SDS) 10%, por poço e após completa solubilização do formazano realizou-se a medida da 
absorbância em leitor de microplaca (Molecular Devices®) a 540 nm. O extrato, suas frações 
e/ou compostos isolados e os controles foram testados em triplicata em três experimentos 
independentes. 
  
4.4.2.2 Avaliação da Atividade Leishmanicida 
4.4.2.2.1 Cepas e Manutenção 
 
Foram utilizadas neste ensaio duas cepas de Leishmania sp. para a realização da 
atividade leishmanicida: a cepa PP75 - Leishmania (leishmania) infantum 
(MHOM/BR/74/PP75) agente da forma visceral da leishmaniose; e a cepa M2269 - 
Leishmania (leishmania) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) causadora de leishmaniose 
tegumentar no Brasil. As cepas foram cedidas pelo laboratório de Imunopatologia (LIMP) do 
Núcleo de Pesquisas em Ciências Biológicas da UFOP. As formas promastigotas destas 
espécies foram mantidas criopreservadas em nitrogênio líquido no banco de cepas do 
Laboratório de Doenças Parasitárias, da UFVJM, em meio LIT contendo 30% de glicerina. O 
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descongelamento para a obtenção das formas promastigotas das cepas PP75 e M2269 foram 
realizados conforme descrito no item 4.4.3.1.2. para as formas epimastigotas do T. cruzi. 
 
4.4.2.2.2 Ensaio para determinação da atividade leishmanicida do extrato bruto e suas 
frações sob formas promastigotas 
 
Da mesma forma, a avaliação da atividade leishmanicida foi realizada por meio do 
método de MTT como descrito por MOSMANN et al. (1983). As formas Promastigotas das 
cepas PP75 e M2269 foram obtidas no início da fase estacionária ao final de sete dias de 
crescimento e conforme a metodologia descrita no item 4.4.3.1.3 (OLIVEIRA, 2016).  Os 
ensaios foram realizados conforme descrito no item 4.4.3.1.3 para avaliação da atividade 
tripanocida. A anfotericina B foi utilizada como fármaco padrão na concentração de 50 μg/mL 
e como controle de crescimento dos parasitos foi utilizado meio LIT e parasitas.   Controles 
das substâncias testes (concentração do extrato bruto e suas frações sem a presença dos 
parasitas); controle do solvente (meio LIT com 0,125% de DMSO na presença de parasitas); e 
controle de esterilidade do meio LIT também foram adotados.   
 
4.4.3 Avaliação da Atividade Antibacteriana 
4.4.3.1 Bactérias e Manutenção 
 
Foram utilizadas oito cepas de bactérias provenientes da coleção de cultura 
American Type Culture Collection (ATCC, Rochville, MD, USA), que foram cedidas pela 
Universidade Federal de Minas Gerais, as espécies de bactérias são: Escherichia coli (ATCC 
25922), Proteus mirabilis (ATCC 25931), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 
Staphylococcus aureus (ATCC 29313), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Klebsiella 
oxytoca (ATCC 49131), Listeria monocytogenes (ATCC 19115) e Bacillus cereus (ATCC 
11778). As cepas foram criopreservadas em criotubos contendo caldo BHI com 30% de 
glicerol e foram mantidas a -20 °C. Para a realização dos ensaios elas foram descongeladas a 
temperatura ambiente, repicadas em um meio BHI sólido (Himedia®), em capela de fluxo 
laminar (Veco®) e incubadas a 37 °C, por 24 horas em estufa bacteriológica (Solab®, modelo 
SL 101). 
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4.4.3.2  Ensaio para determinação da atividade antibacteriana do extrato bruto e suas 
frações 
A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada por meio da 
técnica de microdiluição em placas de 96 poços, conforme a metodologia descrita na norma 
M7-A6 do Manual CLSI (2003) para as bactérias de crescimento aeróbico, com algumas 
adaptações. Para a avaliação da atividade antibacteriana foi utilizado o corante 7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona-10-óxido (Resazurina) (Sigma®). A Resazurina, que também é conhecida 
como Alamar Blue, permite determinar a viabilidade de uma célula por sua função 
mitocondrial, isto se deve, pois somente células viáveis são capazes de reduzir a Resazurina 
(cor púrpura-azul) em Resofurina (cor róseo-fluorescente) (ELSHIKH, AHMED & BANAT, 
2016) - Figura 7. A formação deste tem uma correlação direta com a quantidade/proliferação 
de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até células de mamíferos (O'BRIEN et 
al., 2000; RISS et al., 2016). Assim sendo, a observação da coloração azul é indicativo de 
ausência de crescimento celular, enquanto a observação da coloração rosa, indica a presença 
de crescimento. 
 
Figura 7: Redução da resazurina em resorufina. 
 
Para realização dos ensaios, inicialmente, obteve-se uma suspensão bacteriana, dos 
quais foram retiradas de duas a três colônias de bactéria que foram colocadas em cultura de 24 
horas em meio BHI sólido (Himedia
®
) para crescimento. Posteriormente, as bactérias foram 
ressuspendidas em solução salina 0,09% estéril, até atingir turvação igual à suspensão 
correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland. A concentração foi também confirmada 
por meio da leitura espectrofotométrica em espectrofotômetro (Biospectro
®
) a 625 nm, com 
faixa de absorbância entre 0,08 a 0,1, que corresponde a uma suspensão de aproximadamente 
de 1 a 2x10
8 
UFC/mL. Na sequência, 1 mL dessa suspensão foi diluída em 9 mL de Caldo 
Muller Hinton (Himedia®), obtendo uma suspensão de 1,0 x 10
7 
UFC/mL, que foi a utilizada 
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nos ensaios, sendo distribuídos 50 µL/poço em placas de 96 poços (Sarstedt®) juntamente 
com 50 µL do extrato bruto e suas frações nas diferentes concentrações testadas. Foram 
utilizados os seguintes controles: de esterilidade do meio (caldo Muller Hinton sem suspensão 
bacteriana), do solvente (caldo Muller Hinton com 0,125% de DMSO na presença da 
suspensão bacteriana) controle dos extratos nas concentrações testadas (sem suspensão 
bacteriana), controle de viabilidade (meio Muller Hinton na presença de suspensão 
bacteriana) e controle de morte bacteriana (fármaco padrão cloranfenicol a 30µg/mL). Foram 
realizadas triplicatas dos experimentos e das concentrações testadas. Depois da adição de 
todos os extratos e controles as placas foram agitadas por 15 minutos em agitador orbital 
(Fanem®) e incubadas por 24 horas, em estufa bacteriológica (Solab®), a 37°C. 
 
4.4.4 Avaliação da Atividade Antifúngica 
4.4.4.1 Fungos Leveduriformes e Manutenção 
 
Para a atividade antifúngica foram utilizadas três espécies de leveduras: Candida 
albicans (ATCC 90028), Candida krusei (ATCC 34135) e Candida tropicalis (ATCC 28707), 
fornecidas pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro).   
  Essas espécies foram criopreservadas no Laboratório de Doenças Parasitárias da 
UFVJM, após expansão em caldo YPD (2% de glicose, 1% de extrato de levedura, 2% de 
peptona e 2% de ágar) e adição de 30% de glicerol, sendo mantidas em freezer – 20 oC. Para a 
realização dos ensaios as leveduras foram descongeladas a temperatura ambiente, repicadas 
em meio Agar Sabouraud (Himedia®) em capela de fluxo laminar (Veco®) e incubadas em 
estufa bacteriológica (Solab®), por 48 horas, a 37 
o
C. 
 
4.4.4.2  Ensaio para determinação da atividade antifúngica do extrato bruto e suas 
frações  
A suspensão para realização dos ensaios foi obtida por meio da retirada de duas a três 
colônias de leveduras de uma cultura de 48 horas em meio sólido Ágar Sabouraud 
(Himedia®), do qual foram ressuspendidas em solução PBS estéril, até atingir turvação igual 
à suspensão correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland.  Em seguida, a concentração 
foi confirmada por meio da leitura espectrofotométrica em espectrofotômetro (Biospectro®) a 
30 nm, com faixa de transmitância entre 0,25 a 0,30. Uma absorbância dentro desta faixa 
significa que ali contém cerca de 1x10
6
 a 5x10
6
 células/ mL.  Posteriormente, essa suspensão 
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foi diluída na proporção de 1:20 com meio RPMI  tamponado,  resultando  em uma suspensão 
na concentração de 5,0 x 10
2
 a 2,5 x 10
3
 células/mL. Para os ensaios foram utilizadas placas 
de 96 poços (Sarstedt®) e em cada poço foram adicionados 50 µL do inóculo da suspensão de 
microorganismo e 50 µL das diferentes concentrações do extrato bruto e suas frações (125; 
250; 500 e 1000 μg/mL). Foram utilizados os seguintes controles: de esterilidade do meio 
(meio RPMI tamponado com Mops), do solvente (RPMI tamponado com Mops com 0,125% 
de DMSO e suspensão fúngica), controle dos extratos nas concentrações testadas (sem 
suspensão fúngica), controle de viabilidade (meio RPMI tamponado com Mops) e controle de 
morte ou fármaco padrão (anfotericina B a 4µg/mL). Foram realizadas triplicatas dos 
experimentos e das concentrações dos extratos e dos controles testados. Depois da adição de 
todos as substâncias teste e controles, as placas foram agitadas por 15 minutos, em agitador 
orbital (Fanem®) e incubadas em estufa bacteriológica (Solab®), a 37 
o
C durante 48h. 
Posteriormente, a mesma metodologia descrita no item 4.4.4.2 foi empregada para a 
avaliação da atividade antifúngica (Resazurina). 
 
4.4.5 Avaliação da Citotoxicidade  
4.4.5.1 Linhagem Celular e Manutenção 
 
Para a avaliação da citotoxicidade do extrato etanólico bruto e suas respectivas frações 
foram utilizadas duas linhagens de células, a CLL I NCTC da American Type Culture 
Collection (ATCC) 929-clone da linhagem L, proveniente de tecido conjuntivo de 
camundongo, denominada L929, a qual foi fornecida pelo Laboratório de Imunopatologia 
(LIMP) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP); e a linhagem de macrófagos RAW 
264.7 (ATCC TIB-71), uma linhagem de macrófagos murinos transformados pela injeção 
intraperitoneal do vírus de leucemia Abelson, obtidos da ascite de ratos BALB/c (RASCHKE, 
1978; ABELSON, 1970), a qual foi fornecida pelo Laboratório de Imunologia (LABIMUNO) 
da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM). 
Para a realização dos ensaios, criotubos contendo as linhagens criopreservadas foram 
descongelados a temperatura ambiente. A suspensão foi transferida para uma garrafa de 
cultura estéril de 75 cm
2
 (TPP ®), contendo 9 mL de meio RPMI ou MEM suplementado com 
10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco®), 1% de solução estabilizada de penicilina (1000 
U/mL)/estreptomicina (10 µg/mL) (Sigma®) e 2 mM de L-Glutamina (Sigma®). Estas foram 
84 
 
 
 
        6
3
 
 
incubadas em estufa (Ultrafase®, modelo HF 212 UV), a 37°C, em atmosfera umidificada a 
95% e com 5% de dióxido de carbono (CO2), até atingirem 80% de confluência, sendo que a 
verificação foi realizada diariamente em microscópio óptico invertido (Meddilux, modelo 
MDL 150 TAI)) e a troca do meio realizada quando necessário. Em seguida, as células foram 
lavadas duas vezes com tampão fosfato salino (PBS) e foi adicionado 1 mL de solução de 
tripsina-EDTA (Sigma®) para promover a dispersão da monocamada celular. Depois das 
células desprendidas, a tripsina foi inativada pela adição de 9 mL do meio RPMI ou MEM 
suplementado. A suspensão de células foi concentrada por meio da centrifugação (2500 rpm, 
18°C, 10 minutos), em centrifuga (Thermo®), modeloBR4i multifunction) e, ressuspendidas 
em meio RPMI suplementado. Dessa suspensão retirou-se uma alíquota de 20 µL, a qual foi 
adicionada o corante Azul de Tripan 0,4% para contagem em câmara de Neubauer, sendo a 
concentração de células ajustada para 1x10
5
 células/mL no caso da linhagem L929 e, de 
1,5x10
5
 células/mL no caso da linhagem RAW para a realização dos experimentos de 
citotoxicidade, conforme estabelecido por Oliveira (2016). 
 
4.4.5.2 Ensaio para determinação da citotoxicidade do extrato bruto e suas frações 
 
A viabilidade celular avaliada após exposição aos extratos (bruto e frações), foram 
avaliadas pela técnica do 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT), conforme 
descrito por MOSMAN e colaboradores (1983). Essa técnica baseia-se na atividade da enzima 
mitocondrial succinato desidrogenase, que reage com o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-
2,5-difeniltetrazólio, levando a redução e posterior formação dos cristais de formazano, que é 
um composto colorido (Figura 8) e, solúvel em alguns solventes orgânicos como o DMSO. 
Somente células (mitocôndrias) viáveis podem realizar essa redução do corante, logo, a 
quantidade de formazano formado é diretamente proporcional à viabilidade celular (Figura 9), 
podendo ser medida em espectrofotômetro de múltiplos poços (leitor de microplaca) 
(MOSMANN et al., 1983; MUJEEB, KHAN & PATHAK 2018; DUTTA et al., 2005; 
ARAUJO et al., 2008). Em placas de 96 poços (Sarstedt®) foi adicionado 100 µL da 
suspensão celular na concentração de 1x10
5
 ou 1,5x10
5 
células/mL dependendo da linhagem 
celular, conforme padronizado por OLIVEIRA (2016). Estas células foram incubadas por 24 
horas em estufa, a 37°C, em atmosfera com 5% de CO2, posteriormente o meio foi removido 
cuidadosamente para não retirar as células aderidas. Em seguida, as células L929 foram 
tratadas com concentrações seriadas do extrato bruto e suas frações (1000; 500; 250; 125; 
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62,5; 31,25; 15,62; 7,81 μg/mL) e, para as células RAW nas concentrações de (125; 62,5; 
31,25; 15,62; 7,81; 3,90; 1,95; 0,97 μg/mL). No ensaio foram adicionados à placa um controle 
de crescimento celular (células e meio RPMI ou MEM suplementado), controle de morte 
celular para a linhagem L929 (CdCl2 a 360 μg/mL e células) e, Paclitaxel a 35 μg/mL para a 
linhagem de células RAW; controle de solvente (meio na presença de DMSO a 0,125% e 
células); controle dos extratos brutos e suas frações e, controle do meio RPMI ou MEM. 
Todas as amostras foram testadas em triplicata e em três experimentos independentes. 
 
Figura 8: Reação de oxi-redução do 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5- Difeniltetrazólio 
(MTT) em formazano após a conversão pela enzima succinato desidrogenase. 
 
 
Figura 9: Representação da microplaca após redução do MTT e formação dos  
cristais de formazano, que é diretamente proporcional a viabilidade celular. 
 
Linhas A-H: diluições do extrato a partir de 1000 µg/mL. Linhas 10, 11 e 12: controles: de crescimento 
(L929+DMSO+RPMI); de morte (CdCl2 20 mM); dos extratos e o branco (só meio RPMI). 
Adaptado de RISS et al., (2016). 
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Após adição das substâncias testes, as células foram incubadas em estufa de CO2 
(Ultrafase®) nas mesmas condições anteriores, por um período de 72 horas, ao abrigo da luz. 
Depois desse período, o meio foi removido e foi adicionado em cada poço 100 µL de solução 
de MTT a 0,5 mg/ml em RMPI ou MEM suplementado. A placa foi novamente incubada em 
estufa a 37°C, atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade, por 4 horas. Após esse período, a 
placa foi centrifugada a 2500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi removido e foi 
adicionado a cada poço, 100 µl de DMSO (Vetec®) para solubilização dos cristais de 
formazano que foram formados pela redução das enzimas mitocondriais. A placa então foi 
submetida à leitura da absorbância em leitor de microplaca (Molecular Devices®) a 540 nm. 
 
 
4.5  Parâmetros para avaliação das atividades biológicas promissoras: determinação 
e avaliação da IC50, do Índice de Seletividade (IS) e da Eficácia 
 
  Alguns parâmetros foram considerados para análise dos resultados, a fim de selecionar 
as substâncias teste mais promissoras (dentre as frações), em comparação com os seus 
respectivos fármacos padrões avaliados no presente estudo, para prosseguimento do estudo 
biomonitorado. Para os ensaios de atividade antitumoral, tripanocida, leishmanicida e de 
citotoxicidade, foi utilizado o Software GraphPad Prism 5.0 para obtenção dos gráficos e 
resultados referentes as ICs50, que corresponde à concentração capaz de reduzir 50% da 
viabilidade das células. Foi considerado o nível de significância de 5% (p ≤ 0,05) e intervalo 
de confiança de 95%. 
A citotoxicidade frente às células L929 foi comparada com a atividade frente às 
células tumorais (MDA-MB-231 e A549), frente às formas epimastigotas de T. cruzi (cepa 
Colombiana) e frente às formas promastigotas de Leishmania infantum 
(MHOM/BR/1070/BH46) e de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/73/M2269), em que 
calculou-se o índice de seletividade (IS), que avalia o quanto um composto é ativo frente as 
células tumorais ou parasitárias sem causar danos à viabilidade das células de mamíferos 
(L929). Para calcular o IS, deve-se fazer a razão do CC50 de células de mamífero/IC50 de 
células tumorais ou parasitárias). Foram considerados seletivos, aqueles extratos (bruto e 
frações) que tiveram IS maior ou igual a 2,0, o que sugere que o extrato avaliado é duas vezes 
mais ativo frente às células tumorais ou parasitas, consequentemente, menor efeito ela tem 
sobre as células de mamífero (SUFFNES & PEZZUTO, 1991). 
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Calculou-se ainda, a eficácia das substâncias testes frente às células tumorais ou 
parasitárias (Eficácia= atividade do fármaco padrão/atividade dos compostos teste) x 100. A 
atividade apresentada pelos compostos testados foram comparadas com a atividade dos 
fármacos padrões frente a células tumorais e parasitos. 
 
 
4.6 Análise estatística 
 
 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, 
versão 5.0 Software Inc.. Para análise da normalidade dos dados o teste Shapiro-Wilk será 
utilizado e, as diferenças entre as variáveis com distribuição normal foram testadas utilizando 
ANOVA com pós-teste de Tukey. Para as variáveis com distribuição assimétrica, foi utilizado 
o teste Kruskall-Wallis com pós-teste de Dunns ou ANOVA seguido do pós-teste de 
Bonferroni. Diferenças significativas foram consideradas quando p<0,05, adotando intervalo 
de confiança de 95%. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
No presente trabalho foi realizada a análise fitoquímica e avaliação das atividades 
biológicas de extratos e frações das partes aéreas da E. erythropappus, proveniente do 
Cerrado, do município de Diamantina, região do Vale do Jequitinhonha, MG. Com o intuito 
de facilitar a apresentação e compreensão dos resultados, os dados foram divididos em duas 
seções: a) a primeira compreende aqueles referentes à análise fitoquímica da planta avaliada 
neste estudo e, b) a segunda aos dados da avaliação das atividades biológicas da espécie 
vegetal. 
 
5.1       Análise Fitoquímica 
 
5.1.1 Obtenção do extrato etanólico bruto e suas respectivas frações 
 
 A figura 10 resume as etapas em que o pó foi submetido até a obtenção das frações, 
após processamento das partes áreas de E. erythropappus. Após secagem e trituração do 
material vegetal foram obtidos 565,90 g de pó das folhas e flores, que submetidas a 
maceração em etanol 96%, resultaram em 56,816 g de extrato bruto, que representou um 
rendimento de 10,4%. Uma alíquota de 46,645 g do extrato etanólico bruto (82,09%) foi 
utilizada para realizar a partição líquido-líquido com solventes em polaridade crescente, 
obtendo-se as frações (hexânica – diclorometânica – hidroalcoólica). O restante do extrato 
etanólico bruto (10,171 g – 17,91%) foi utilizado para realização dos ensaios biológicos. 
 Ao realizar a partição líquido-líquido com os solventes (hexano, diclorometano e 
metanol), foi possível obter 2,42 g da fase hexânica, 6,17 g da fase diclorometânica e 10,63 g 
da fase hidroalcoólica (aquosa remanescente), que correspondem a 5,18; 13,22 e 22,79% de 
rendimento respectivamente. Da mesma forma, porções das três frações obtidas (600 mg) 
foram utilizadas para realização dos ensaios biológicos, e o restante separado para as análises 
cromatográficas e os processos cromatográficos preparativos. 
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Figura 10: Fluxograma das etapas de obtenção do extrato etanólico bruto e suas frações a 
partir das partes aéreas de Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish. 
 
 
5.1.2 Análise e identificação de substâncias a partir das frações 
 A análise fitoquímica das frações obtidas a partir do extrato bruto das partes áreas de 
E. erythropappus, foi realizada no intuito de contribuir para o melhor conhecimento do perfil 
químico desta espécie e em particular, deste extrato utilizado na realização dos ensaios 
biológicos. Embora, existam na literatura vários estudos concernentes a esta espécie, estes 
avaliaram o óleo essencial obtido das folhas e inflorescências (SOUSA et al., 2008; 
SILVÉRIO et al., 2013; SANTOS et al., 2015a; SALUSTIANO et al., 2006). Estudos 
relacionados a extratos com diferentes polaridades ainda são escassos e, estes extratos e
Pó obtido das folhas e flores 
secas de E. erythropappus
Extrato etanólico bruto
Fase Orgânica 1
(Hexânica)
Fase Orgânica 2
(Diclorometânica)
Fase Hidroalcoólica 
(aquosa remanescente)
Partição líquido-líquido
1-Masceração em etanol 96%
2-Filtração
3-Rotaevaporação
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frações poderiam ser promissores para busca de novas substâncias bioativas em decorrência 
das diferenças esperadas em sua constituição química (MACIEL et al., 2002; CECHINEL & 
YUNES, 1998). A seguir, foram descritos os resultados obtidos para cada uma das frações 
avaliadadas. 
 
5.1.2.1 Fase Hexânica  
 
 Parte da fase hexânica obtida do extrato etanólico das partes aéreas de E. 
erythropappus foi analisada por CG-EM e outra parte foi submetida à cromatografia em 
coluna (2 g), obtendo-se 20 sub-frações de aproximadamente 10 mL. Estas foram 
posteriormente reunidas em grupos por similaridade cromatográfica (CCD), utilizando como 
agentes reveladores a radiação UV e a vanilina sulfúrica (100-110º C). No entanto, não foi 
possível o isolamento de constituintes químicos, uma vez que as sub-frações reunidas 
apresentavam perfis químicos complexos e massas insuficientes para se empregar outros 
processos de purificação. 
 
5.1.2.1.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) 
 
 O cromatograma obtido a partir das análises da fração hexânica por CG/EM está 
representado na Figura 11. O cromatograma apresentou um número significativo de picos, 
que geraram vários espectros, indicando que a amostra analisada se trata de misturas 
complexas de constituintes. Os espectros de cada pico obtido foram comparados com aqueles 
da biblioteca Nist 08 (National Institute of Standards and Technology). Os demais picos 
presentes no cromatograma não foram identificados pela biblioteca Nist 08. 
 A partir dos espectros de massas gerados, foi proposta a identificação de alguns dos 
constituintes da amostra analisada. Os espectros obtidos comparados com aqueles da 
biblioteca Nist 08, foram analisados quanto ao padrão de fragmentação e comparados aos 
dados na literatura. Esta análise permitiu propor a identificação de cinco constituintes na 
fração hexânica (Tabela 7). 
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Figura 11: Cromatograma da fração hexânica do extrato etanólico das partes aéreas de 
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish, obtido através da Cromatografia Gasosa 
Acoplada a Espectrometria de Massas. 
 
     Constituintes 1- 5 foram os picos dos compostos identificados para esta fração. 
 
Tabela 7: Proposta de identificação de constituintes da fração hexânica do extrato 
etanólico das partes aéreas de Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish, por 
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas. 
Pico 
CG/EM 
Constituinte proposto 
Tempo de 
retenção (min) 
CAS 
1 Ácido n-hexadecanoico (Ácido Palmítico) 33,78 57-10-3 
2 Hexadecanoato de etila (Palmitato de etila) 34,73 628-97-7 
3 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (Fitol) 38,25 102608-53-7 
4 Ácido linolênico 39,12 463-40-1 
5 Linolenato de etila 39,87 1191-41-9 
 
CAS: American Chemical Society - Número de registro de espécies químicas. 
 
A seguir são apresentados os espectros de massas e discutidas as estratégias para se 
propor a identificação dos cinco constituintes presentes na fase hexânica, bem como a 
estrutura e peso molecular de cada composto. 
O constituinte ácido n-hexadecanoico (ácido palmítico) (figura 12), identificado na 
fração hexânica, apresentou tempo de retenção de 33,78 min. O ácido palmítico também foi 
identificado por PINTO (2016) na fração hexânica proveniente da espécie E. erythropappus, 
representando o principal constituinte analisado (11,16%) por CG/EM.  
92 
 
 
 
 
        6
3
 
FORMISANO e colaboradores (2012) também identificaram o ácido n-hexadecanoico 
em outras espécies desta família. Na análise do óleo essencial das partes aéreas de Anthemis 
mixta L. (Asteraceae), este foi o principal constituinte identificado pelo CG/EM, 
representando 15,2% dos constituintes. Esses dados indicam que o ácido n-hexadecanoico 
(ácido palmítico), é um composto comumente encontrado em espécies vegetais, 
principalmente em frações apolares como a hexânica. 
Este ácido graxo forma uma das principais classes na composição das ceras 
epicuticulares. Através dos seus íons  moleculares, os ácidos graxos podem ser caracterizados 
pela espectrometria de massas, gerados a partir de um rearranjo com transferência dupla de 
hidrogênios, formando um íon de razão m/z com massa molecular do ácido mais um 
hidrogênio [MAc (massa molecular do ácido) + 1]. Assim, podendo determinar a presença do 
ácido hexadecanoico a partir do íon de m/z 257 (SIQUEIRA et al., 2003).  
Alguns íons mais abundantes também são observados, por exemplo, o pico em m/z 60 
é referente ao íon produzido por rearranjo de McLafferty com quebra da ligação β em relação 
à carbonila de ácidos alifáticos. Íon de m/z 227 refere-se a um rearranjo envolvendo a 
expulsão de duas unidades de carbono (C2 a C3) e; m/z 213, representando um rearranjo 
envolvido na eliminação de três carbonos (C2 a C4), como com derivados de éster metílico 
(CRISTIE, 2018). 
As quebras sucessivas das ligações C-C são responsáveis por outros fragmentos, na 
qual ocorre retenção de carga pelo fragmento alquila (m/z 43, 85, 99), formado pela remoção 
de um átomo de hidrogênio de um hidrocarboneto; ou pelo fragmento que contêm o oxigênio 
(m/z 73, 101, 115, 129, 143, 157, 171, 185, 199) com intervalos de 14 unidades de massas 
(CH2), que são comuns em hidrocarbonetos e seus ácidos carboxílicos correspondentes 
(SILVERSTEIN et al., 2007). 
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Figura 12: Espectro de massas obtido pela Cromatografia Gasosa Acoplada a 
Espectrometria de Massas e estrutura química do ácido n-hexadecanoico (ácido palmítico).
 
        PM: Peso molecular. 
 
Outro composto identificado na fração hexânica foi o Hexadecanoato de etila (Figura 
13), apresentando tempo de retenção de 34,73 min, também conhecido como Palmitato de 
Etila. 
Quando se analisa o espectro de massas do palmitato de etila é observada a presença 
de dois picos intensos característicos, um em razão m/z 88 (pico base) referente a um 
rearranjo de McLafferty (Figura 14), seguido da quebra da ligação β em relação ao grupo 
C=O e, outro em m/z 101 correspondente à quebra da ligação γ à carbonila. Outros picos de 
menor intensidade (m/z 284, 115 e 73) são correspondentes ao íon molecular, à clivagem δ a 
carbonila e à clivagem α a carbonila, respectivamente (SIMÕES 2007). 
 
Figura 13: Espectro de massas obtido pela Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria 
de Massas e estrutura química do Hexadecanoato de etila (Palmitato de Etila) 
 
       PM: Peso molecular. 
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Figura 14: Proposta de fragmentação do palmitato de etila mostrando o fragmento 
oriundo do rearranjo de McLafferty 
          
 
É observada também, a presença de outros íons característicos: em m/z 255, o pico se 
refere à perda do grupo etila; em m/z = 241 o pico formado se refere a uma reação de 
rearranjo que acontece levando a expulsão de um fragmento de três moléculas de carbono (C2 
a C4) e; em m/z 239 que representa a perda do íon etóxido (RYHAGE & STENHAGEN, 
1959). 
Não existem na literatura estudos que demonstram a presença desta substância na 
espécie E. erythropappus, nem em espécies do mesmo gênero. Contudo, esta já foi isolada em 
espécies da mesma família botânica. Por exemplo, TAVARES (2014) avaliaram a 
composição do extrato hexânico das folhas de Eschweilera ovalifolia DC. (Asteraceae) e, 
observaram a presença do Hexadecanoato de etila. Em outro estudo, MARTINS (2012) 
também identificou tal substância, ao realizar a análise de CG/EM do óleo essencial da flor de 
Vernonia brasiliana L. (Asteraceae), com rendimento de aproximadamente 0,73% deste 
composto.  
A terceira proposta de constituinte na fração hexânica de E. erythropappus foi o álcool 
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol, apresentando tempo de retenção de 38,25 min, é 
conhecido como Fitol (figura 15). NUNES (2016) ao analisar a molécula Fitol por CG/EM 
observou que seu espectro de massas apresentou picos que correspondem a algumas 
fragmentações, por exemplo: m/z 278 referente à perda de água e, m/z 123, referente à perda 
de dois radicais de isopreno pelo fragmento m/z 278. 
BYJU e colaboradores (2013) relatam que o pico de maior intensidade demonstrado 
pela m/z = 71 refere-se ao pico do íon base. Quando existe a presença de um pico em m/z = 
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296 é caracterizado pelo íon molecular, que indica a massa molecular do composto. Contudo, 
a molécula de Fitol (C20H40O) geralmente apresenta ausência do pico do íon molecular, 
segundo OLIVEIRA (2012) isto ocorre porque em alcoóis primários, este pico é pouco 
intenso e de difícil visualização. ALTOÉ (2014) relata que esta característica deve estar 
relacionada à perda da molécula de água do álcool, que pode ser térmica ou causada pela 
fragmentação do íon molecular. No caso de análises por CG/EM, geralmente essa perda é 
térmica, pelo fato de que ocorre um grande aquecimento durante a análise. 
OLIVEIRA (2012) considera que em um espectro de um álcool que apresenta grupos 
CH3 (Metila) como ramificação, seria previsto a presença de um pico razoavelmente intenso 
em M-33, resultante da perda de uma molécula de água (H2O) e de um grupo metila. Contudo, 
o fitol é um álcool de cadeia longa, logo a fragmentação se dá pela frequência de 
fragmentações atribuídas aos hidrocarbonetos. Esse perfil descrito por vários autores para o 
espectro de massas do Fitol pode ser observado na Figura 15, assim, se pode propor a 
presença do Fitol na espécie vegetal objeto deste estudo. 
Até o momento, não foram encontrados estudos que relataram a presença do Fitol em 
espécies do gênero Eremanthus. Contudo, outras espécies da família Asteraceae também 
apresentaram em sua composição esta substância; por exemplo, SOETARDJO e 
colaboradores (2007) avaliaram a composição química da espécie Centipeda minima L. por 
CG/EM e mostraram que, um dos componentes majoritários identificados foi à molécula de 
fitol, apresentando aproximadamente 6,21% de rendimento. 
 
Figura 15: Espectro de massas obtido pela Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria 
de Massas e estrutura química do 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (Fitol). 
 
      PM: Peso molecular.
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O Ácido Linolênico, identificado no tempo de retenção 39,12 min, é um ácido graxo 
poli-insaturado, pertencente à família dos ácidos graxos (ômega-3) e, que também foi 
identificado na fração hexânica das partes aéreas de E. erythropappus. Possui pico base em 
m/z 79 (figura 16), o que muito provavelmente se deve a perda do íon ciclohexadienil 
(THURNHOFER & VETTER, 2005). O pico de m/z 108 também é característico dos ácidos 
graxos, definido por um grupo n- terminal (íon ômega) (CRISTIE, 2018). De acordo com 
PARDO (2010), o mecanismo pelo qual ocorre a fragmentação dos ácidos poli-insaturados, 
como o ácido linolênico, é através da transferência de ligações duplas e da α – clivagem. 
Não foram encontrados na literatura, estudos que demonstrem a presença do ácido 
linolênico em espécies do gênero Eremanthus, mas já foi identificado em outras espécies da 
mesma família botânica. Em estudo realizado por SHUKLA e colaboradores (2018) foi 
observada a presença do ácido linolênico após análise de CG/EM dos extratos das folhas e 
caules da espécie Cassia tora Linn. (Asteraceae). Nas folhas foi observada grande 
concentração desta substância, com rendimento de 16,1%, e no caule, 11,05%. GARCÍA-
PÉREZ e colaboradores (2016) avaliaram o perfil de ácidos graxos de Heterotheca inuloides 
Cass. (Asteraceae) em diferentes polaridades do solvente.  Ao realizar o CG/EM, dentre os 
compostos identificados, revelou-se a presença de ácido linolênico, com rendimento em torno 
de 7%. MOHADJERANI e colaboradores (2016), avaliaram a composição de ácidos graxos 
da espécie Ligularia persica Boiss., e mostraram  que o ácido linolênico foi um dos mais 
abundantes, com rendimento de 21,8%. Esses dados indicam que tal substância é comumente 
encontrada em espécies desta família Asteraceae, que podem ser potenciais fontes para 
isolamento destas moléculas. 
 
Figura 16: Espectro de massas pela Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria 
de Massas e estrutura química do Ácido linolênico. 
 
      PM: Peso Molecular. 
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O último composto da fração hexânica proposto pela biblioteca NIST foi o linolenato 
de etila, apresentando tempo de retenção de 39,87 min (figura 17), é um éster graxo poli-
insaturado (três insaturações). De acordo com SIMÕES (2007), o sinal do íon molecular desta 
substância se encontra na razão m/z 306. 
Segundo SIMÕES (2010), os ésteres que apresentam muitas insaturações, como o 
linolenato de etila, geralmente demonstram íons moleculares com abundância muito baixa, 
assim como este metabólito, no qual o sinal do íon molecular, encontrado na razão m/z 306, é 
observado com intensidade em torno de 8% e pode ser visto claramente. Outros sinais de alta 
intensidade, como em m/z 95, 81 e 67 são provenientes de fragmentações que ocorreram 
subsequentes na cadeia carbônica do éster graxo.  
Tal composto já foi identificado em plantas da mesma família Asteraceae. No estudo 
realizado por ALMEIDA e colaboradores (2011), ao avaliarem por CG/EM, a fração hexânica 
das cascas do caule da espécie Gustavia elliptica S.A. Mori, encontraram uma quantidade 
considerável de linolenato de etila, com aproximadamente 14,96% do éster graxo. TUNDIS e 
colaboradores (2012) avaliaram a composição química de diferentes frações da espécie 
Senecio stabianus Lacaita (Asteraceae) por CG/EM e, também identificaram na fração 
hexânica, esta substância. 
Exceto para o constituinte ácido n-hexadecanoico (ácido palmítico), não foram 
demonstradas na literatura, nenhuma das moléculas identificadas nesta fração hexânica para a 
espécie ou o gênero Eremanthus. Provavelmente, essas diferenças podem ser explicadas pelo 
fato que os estudos foram feitos com o óleo essencial destas espécies (SOUSA et al., 2008; 
SILVÉRIO et al., 2013; SANTOS et al., 2015; SALUSTIANO et al., 2006), e extratos 
obtidos com solventes de diferentes polaridades.  
Consequentemente, devido os distintos processos de extração, o óleo e as frações 
podem apresentar, em sua constituição química componentes diferentes. 
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Figura 17: Espectro de massas pela Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria 
de Massas e estrutura química do Linolenato de etila. 
 
      PM: Peso molecular. 
 
5.1.2.2 Fase Diclorometânica 
 
 Parte da fase diclorometânica obtida do extrato etanólico das partes aéreas de E. 
erythropappus foram analisadas por CG-EM e parte (4 g) foi submetida à cromatografia em 
coluna, obtendo-se 68 frações de aproximadamente 20 mL, reunidas em grupos devido sua 
similaridade cromatográfica (CCD), obtendo-se 15 sub-frações. Uma sub-fração (F10) 22 mg, 
aparentemente purificada, foi dissolvida em clorofórmio deuterado, filtrada e submetida à 
análise em RMN 
1
H e 
13
C em espectrômetro de RMN Fourier-Bruker
®
 300, localizado no 
LIPENVALE – do Departamento de Química – UFVJM, contudo, a interpretação do espectro 
evidenciou mistura de constituintes, não sendo possível a identificação (Figuras 1 e 2 – Anexo 
B). Não foi possível o isolamento ou identificação de constituintes químicos de outras sub-
frações reunidas, uma vez que apresentavam perfis químicos complexos e em quantidades 
muito pequenas.  
5.1.2.2.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) 
 
O cromatograma obtido por CG/EM a partir da análise da fase diclorometânica está 
representado na figura 18. O cromatograma apresentou um número significativo de picos, que 
geraram vários espectros de massas. Porém, quando comparados os espectros obtidos com 
aqueles da biblioteca Nist 08 e analisando seus padrões de fragmentação em comparação com 
a literatura, foi possível identificar apenas um constituinte, a hidroquinona (figura 19). Além 
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disso, um fragmento característico da hidroquinona e que corresponde à perda de [COH] é o 
m/z 81(SILVERSTEIN et al., 2007). 
Figura 18: Cromatograma da fração diclorometânica do extrato etanólico das partes aéreas de 
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish, obtido através de Cromatografia Gasosa 
Acoplada a Espectrometria de Massas. 
Constituinte 1: único compostos identificado para esta fração. Os demais picos não foram identificados na 
biblioteca Nist 08. 
A Hidroquinona, após análise no CG/EM, apresentou um tempo de retenção de 9,486 
min. e foi identificada pela biblioteca NIST pelo número de registro CAS: 123-31-9. A 
hidroquinona é um derivado fenólico, também conhecido como quinol, hidroquinol, ácido 
pirogênico. É um composto aromático que apresenta dois grupos hidroxila na posição para 
(VIEIRA, 2006). O espectro de massas apresenta um pico de relação m/z em 110, pico este, 
que caracteriza a hidroquinona (Figura 19). 
Não foram encontrados na literatura, estudos que mostrem a identificação desta molécula em 
espécies do gênero Eremanthus. Contudo, estes utilizaram apenas o óleo essencial das plantas 
deste gênero. Em plantas da mesma família, que analisaram frações após partição em 
solventes de diferentes polaridades, também foram relatadas a presença da hidroquinona em 
sua composição. Por exemplo, ESHIET e colaboradores (2014) mostraram a presença desta 
molécula no extrato metanólico das folhas e galhos da espécie Brickellia cavanillesii Cass.; 
assim como MANUBOLU e colaboradores (2013) na fração metanólica das folhas de Senecio 
tenuifolius Burm. Desta forma, a hidroquinona é uma substância já identificada em espécies 
da família Asteraceae, sendo que tal composto é frequentemente obtido quando analisado 
extratos obtidos com diferentes solventes orgânicos e, em contrapartida, não foi relatado seu 
isolamento quando é analisado apenas no óleo essencial. 
 
 100 
 
 
 
 
        6
3
 
Figura 19: Espectro de massas pela Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de 
Massas e estrutura química da Hidroquinona. 
 
     PM: Peso molecular. 
 
 
5.1.2.3 Fase Hidroalcoólica (porção aquosa remanescente) 
 
 Parte da fase hidroalcoólica (1 g) de E. erythropappus foi submetida à cromatografia de 
exclusão e, parte (100 mg) foi analisada na CLAE-UV. Na cromatografia de exclusão 
(Sephadex) foram obtidas 52 sub-frações de aproximadamente 20 mL. Estas foram reunidas de 
acordo com a similaridade de seus perfis cromatográficos (CCD). Não foi possível realizar 
outros processos para isolamento de constituintes por se tratarem de subfrações com muitos 
constituintes e com massas reduzidas. 
 
5.1.2.3.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a Detector Ultravioleta 
(CLAE-UV) 
 
Na figura 20 estão representados os cromatogramas gerados pelo detector UV para a 
fração hidroalcoólica do extrato etanólico das partes aéreas de E. erythropappus e para os dois 
padrões de referência utilizados (quercetina e rutina). Os padrões de flavonóides foram 
analisados separadamente e nas mesmas condições cromatográficas da amostra, a fim de se 
comparar os resultados. O cromatograma da CLAE-UV foi registrado a 325 nm. 
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Figura 20: Cromatograma obtido pela Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a Detector de Luz Ultravioleta (CLAE-UV) para a fração 
hidroalcoólica do extrato etanólico das partes aéreas de Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish e para os padrões de referência, Quercetina e Rutina. 
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O cromatograma da fração hidroalcoólica apresentou picos com tempos de retenção 
semelhantes ou próximos aos tempos de retenção observados nos cromatogramas da 
quercetina e da rutina, com tempos te retenção de 50,70 min para a quercetina e entre 32,94 e 
34,48 min para a rutina. Estes valores são semelhantes aos dos tempos de retenção observados 
para dois constituintes na fração hidroalcoólica (Figura 20). Estes dados sugerem a presença 
destes dois flavonóides nesta fração do extrato. Contudo, é importante salientar, que para 
confirmar a presença destes compostos na fração, seria necessário analisar a amostra 
utilizando outras técnicas, tais como CLAE-DAD; CLAE-EM-EM.  
 Muitas espécies do gênero Eremanthus já foram relatadas por apresentarem 
flavonóides em sua composição química, o que corrobora os dados sugeridos pelas análises de 
CLAE-UV para a amostra analisada (SOARES & FABRI 2011; RIBEIRO, SILVA & 
CASTRO 2010; VICHNEWSKI et al., 1990; VICHNEWSKI et al., 1989; RAFFAUF et al., 
1975; BOHLMANN et al., 1980; LUNARDELLO et al., 1995). Existem estudos que 
demonstram a presença de compostos como quercetina e rutina em espécies da mesma família 
ou gênero. Por exemplo, LOBO et al., (2016) avaliaram o extrato acetato de etila das folhas 
de Eremanthus crotonoides e observaram, a presença da quercetina. CRACIUNESCU e 
colaboradores (2012) avaliaram o teor de flavonóides totais em extratos etanólicos de duas 
espécies da família Asteraceae (das flores de Arnica montana L. e das partes aéreas de 
Artemisia absinthium L.). Nas análises, foi observado um rendimento de 18,44% ± 0,76 e 
14,28% ± 0,69 para ambas as espécies, respectivamente. Aqueles autores verificaram que na 
espécie A. montana foi observado alto teor de quercetina e rutina, com valores de 1,881 e 
1,186 mg/g de extrato seco, enquanto que a espécie A.absinthium apresentou altos teores de 
quercetina, com valor de 2.707 mg/g de extrato seco. 
 GESZPRYCH e colaboradores (2011) também avaliaram o extrato metanólico das 
inflorescências de Artemisia absinthium por CLAE-DAD, e identificaram cinco flavonóides 
(apigenina, diosmetina, orientina, quercetina e hiperosídeo). Por análise em CLAE-DAD, 
SANTOS (2015b) identificou, altos teores de rutina no extrato bruto e nas frações de acetato 
de etila e butanólica das partes aéreas de Bidens pilosa L. (Asteraceae), com concentrações de 
46,39; 229,81 e 23,16 mg/g, respectivamente. 
 Em estudo anterior do grupo, CUNHA (2016) realizou uma triagem fitoquímica 
preliminar do extrato etanólico bruto das folhas de Eremanthus erythropappus, e observou que 
os testes para as classes de metabólitos secundários pesquisadas, foram positivos para 
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flavonóides. RIBEIRO, SILVA & CASTRO (2010) realizaram a triagem fitoquímica do extrato 
hidroalcoólico de três espécies do gênero Eremanthus, a E. erythropappus, a E.  
 
glomerulatus e a E. incanus, e também encontraram positividade para pesquisa de flavonoides. 
Em conjunto, estes dados suportam a hipótese de que as substâncias propostas no presente estudo 
(quercetina e rutina) sejam os prováveis representantes desta classe de metabolitos secundários, 
substâncias já relatadas em extratos de plantas deste gênero. 
 Os resultados observados para as três frações obtidas (hexânica, diclorometânica e 
hidroalcoólica), concernentes aos compostos identificados ou propostos, suas classes e métodos 
de identificação estão sumariados na Tabela 1 do Anexo B. 
 
5.2 Avaliação das Atividades Biológicas 
 
A espécie Eremanthus erythropappus, proveniente do bioma Cerrado, do município de 
Diamantina – Região do Vale do Jequitinhonha foi investigada quanto às atividades antitumoral, 
tripanocida, leishmanicida, antibacteriana, antifúngica e de citotoxicidade, através da 
metodologia de microdiluição em placa, que é um método de fácil execução e relativamente 
econômico (TELLES & MOSCA 2000; SOUZA 2006; VEIGA 2016; SOUZA 2010). Os 
resultados e discussão para o extrato etanólico bruto e suas frações serão apresentados de acordo 
com cada atividade biológica avaliada. 
 
5.2.1 Avaliação da atividade antitumoral do extrato etanólico bruto e suas frações 
 
Para a avaliação da atividade antitumoral do extrato e frações das partes aéreas de E. 
erythropappus foi utilizado a linhagem tumoral MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama) e a 
linhagem A549 (adenocarcinoma alveolar humano). Foi detectada uma significativa atividade 
frente estas células tumorais para todas as amostras testadas (Tabela 8). A eficácia dos extratos 
foi comparada em relação ao fármaco padrão Paclitaxel (considerado como 100% de eficácia), 
que apresentou na concentração de 35 µg/mL redução média da viabilidade celular de 83,57 ± 
0,43 e IC50 de 3,78 μg/mL para a linhagem MDA-MB-231 e redução de 88,28 ± 2,82 e IC50 de 
6,51 μg/mL para a linhagem A549. 
Os resultados obtidos contra a linhagem MDA-MB-231 revelaram que todas as amostras 
(extrato bruto e frações) apresentaram eficácia máxima superiores ao fármaco padrão paclitaxel, 
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apresentando valores entre 115,29 e 104,24% para as maiores concentrações testadas. Além 
disso, tais amostras levaram a uma redução da viabilidade celular superiores ao do fármaco 
padrão, com valores ≥ 87,12% de morte celular (Tabela 8). Frente à linhagem A549, o extrato 
tanólico bruto e as frações hexânica e diclorometânica apresentaram eficácias superiores ao  
paclitaxel (variando de 105,42 a 103,90% para as maiores concentrações testadas), sendo que as 
amostras levaram a uma redução da viabilidade celular superiores a 91,73%; as IC50 variaram de 
14,87 a 186,90 µg/mL. Já a fase hidroalcoólica não apresentou eficácia superior ao fármaco 
padrão, porém foi próxima a ele, com eficácia máxima de 96,46% e redução da viabilidade 
celular de até 85,16%, com IC50 de 186,90 µg/mL.  
Os dados referentes à porcentagem de morte celular, bem como a IC50 para o extrato 
etanólico bruto e suas frações para ambas as linhagens tumorais estão descritos na tabela 
Tabela 8. 
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       Atividade Antitumoral 
Planta utilizada Extrato/Fração 
Linhagem 
Utilizada 
Faixa de 
Concentrações Ativas 
(Fc) (µg/mL) 
% de Morte 
Celular (Mc) 
IC50 
(µg/mL) 
Eficácia (E) 
(%) 
 
 
 
Eremanthus 
erythropappus 
(Folhas e Flores) 
Extrato etanólico bruto 
MDA-MB-231 1000 a 7,81 92,98 a 19,27 47,11 111,26 a 23,05  
A549    1000 a 15,62 91,84 a 19,26 17,74 104,03 a 21,81  
Fração Hexânica 
MDA-MB-231     1000 a 15,62                          96,35 a 54,85 15,26 115,29 a 65,63  
A549    1000 a 15,62 93,07 a                  93,07 a 19,72 37,24 105,42 a 22,33  
Fração Diclorometânica 
MDA-MB-231 1000 a 7,81 90,67 a 38,05 15,21 108,49 a 45,53  
A549          1000 a 7,81 91,73 a 40,16 14,87 103,90 a 45,49  
Fração Hidroalcoólica 
MDA-MB-231 1000 a 62,5 87,12 a 22,02 164,0 104,24 a 26,34  
 A549          1000 a 125 85,16 a 22,33 186,90 96,46 a 25,29  
Fc = faixa de concentrações ativas (diferenças significativas em p<0,05, intervalo de confiança de 95% comparada aos respectivos controles negativos ou 
viabilidades); Mc = redução das viabilidades celulares observadas para a maior e menor concentração ativa do extrato; IC50= Concentração que inibe 50% das 
células; E= eficácia observada comparado como respectivos fármacos padrões considerados como 100% de atividade. Os resultados apresentam a avaliação de três 
experimentos independentes realizados em triplicata. 
 
       Tabela 8: Avaliação da atividade antitumoral do extrato etanólico bruto e frações das partes aéreas de Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish 
 sobre células das linhagens tumorais MDA-MB-231 e A549. 
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Como uma nova coleta foi realizada e houve a preparação de um novo extrato 
etanólico bruto das folhas e flores de E. erythropappus, este  foi inicialmente testado a fim de 
verificar a manutenção das atividades biológicas previamente observadas. Ele foi ativo frente 
às duas linhagens de células tumorais. As concentrações ativas para a linhagem MDA-MB-
231 foi de 1000 a 7,81 μg/mL, com redução da viabilidade celular variando de 92,98 a 
19,27% e IC50 de 47,11 μg/mL (Figura 21; Tabela 8). As três maiores concentrações (1000, 
500 e 250 μg/mL) levaram a redução da viabilidade destas células em percentagens superiores 
ao fármaco padrão e, considerando a eficácia em relação ao paclitaxel (100% de eficácia e 
percentual médio de morte celular de 83,57%), foi observada eficácia nas três maiores 
concentrações de 111,26; 107,45 e 107,02%. 
Para a linhagem A549, a faixa de concentração com atividade significativa foi de 1000 
a 15,62 μg/mL, resultando em redução da viabilidade celular de 91,84 a 19,26% e IC50 de 
17,74 μg/mL (Figura 21; Tabela 8). Neste caso é importante destacar, que as concentrações de 
1000 até 62,5 μg/mL apresentaram redução da viabilidade das células A549 superiores ao 
paclitaxel. Em que foram observadas eficácias de 104,03 a 102,37%. 
Cunha (2016) em um estudo de triagem de atividades sobre a linhagem MDA-MD-231 
já havia apontado o potencial de atividade do extrato das partes áreas desta planta sobre 
linhagens tumorais. Contudo, semelhantemente ao observado no presente trabalho também foi 
observado uma elevada atividade sobre a linhagem MDA-MD-231 (nas concentrações de 
1000 a 250 μg/mL), com significativa redução de viabilidade celular, que variou de 97,19 a 
97,48% e IC50 de 38,47 μg/mL, corroborando os dados observados no presente estudo.  
Desta forma, fica evidenciado que o extrato etanólico bruto de E. erythropappus  
apresentou uma eficácia relativamente boa para ambas as linhagens de células tumorais.
107 
 
 1
0
1
 
 1
0
5
 
Figura 21: Avaliação da atividade antitumoral do extrato etanólico bruto das partes aéreas de 
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish sobre as linhagens tumorais MDA-MB-231 
(adenocarcinoma de mama) e A549 (adenocarcinoma alveolar humano), respectivamente. 
  
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (DMEM ou MEM+DMSO). (***) correspondem a diferença significativa com p≤ 0,0001, 
considerando intervalo de confiança de 95%. 
 
A fração hexânica se apresentou ativa frente às duas linhagens tumorais, nas três 
maiores concentrações testadas (1000, 500 e 250 μg/mL) apresentaram redução da viabilidade 
das células tumorais superiores ao fármaco padrão. As concentrações ativas para a linhagem 
MDA-MB-231 foi de 1000 a 15,62 μg/mL, apresentando redução da viabilidade celular entre 
96,35 a 54,85% e IC50 de 15,26 μg/mL. Esta fração apresentou a maior eficácia entre todas as 
testadas, com valor de eficácia variando de 115,29 a 65,63% para as concentrações com 
atividade significativa comparada ao controle de viabilidade celular (Figura 22; Tabela 8). 
Para a linhagem A549 a faixa de concentração ativa foi também de 1000 a 15,62 μg/mL, 
apresentando redução da viabilidade celular de 93,07 a 19,72% e IC50 de 37,24 μg/mL. 
Quando comparado ao paclitaxel (percentual médio de morte celular de 88,28%) foram 
observadas eficácias variando de 105,42 a 22,33% (Figura 22; Tabela 8). Foram identificadas 
em nosso estudo, especificamente na fração hexânica, substâncias pertencentes à classe dos 
ácidos e dos ésteres de ácidos graxos, que podem ser os responsáveis pela atividade 
antitumoral observada nesta fração; uma vez que na literatura estão registrados estudos com 
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espécies vegetais que apresentaram potenciais atividades antitumorais e que também 
apresentaram em sua constituição química a presença de ácidos graxos, como o ácido 
palmítico, linolenato e palmitato de etila. Por exemplo, OLIVEIRA (2009) avaliou o extrato 
hexânico e diclorometânico da espécie Bostrychia radicans Montagne (Rhodomelaceae) 
frente a diferentes linhagens de células tumorais, observando considerável inibição da 
proliferação das células HL-60 (leucemia) e HCT-8 (cólon). Em outro estudo, ITOH e 
colaboradores (2010) avaliaram a atividade antitumoral do ácido linolênico também 
identificado na fração hexânica em nosso estudo, frente à linhagem de células HuH-7 
(carcinoma celular derivada de hepatócitos) e, observaram que esta substância na 
concentração de 250 µM apresentou redução de 59% da viabilidade celular. SON e 
colaboradores (2018) avaliaram a atividade antitumoral do linolenato de etila frente a duas 
linhagens de carcinoma renal (Caki-1 e 786-S). Os autores observaram potencial atividade 
antitumoral, com IC50 de 41 μg/mL e 43 μg/mL, respectivamente, sendo esse composto 
também identificados na fração hexânica do presente estudo.  
Figura 22: Avaliação da atividade antitumoral da fração hexânica de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish sobre as linhagens tumorais MDA-MB-231 (adenocarcinoma 
de mama) e A549 (adenocarcinoma alveolar humano) respectivamente. 
           
         
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle  
        negativo de morte (DMEM ou MEM+DMSO). (*) e (***) corresponde a diferença significativa com  
         p≤ 0,05 e 0,0001, respectivamente, considerando intervalo de confiança de 95%. 
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Outra fração avaliada quanto sua atividade antitumoral foi a diclorometânica, que foi 
significativamente ativa frente à linhagem MDA-MB-231 nas concentrações de 1000 a 7,81 
μg/mL, apresentando redução da viabilidade celular entre 90,67 a 38,05% e IC50 de 15,21 
μg/mL. As três maiores concentrações testadas apresentaram percentuais na redução da 
viabilidade desta linhagem e eficácia superiores ao fármaco padrão (Figura 23; Tabela 8).  
Em relação à linhagem A549, a fração diclorometânica também apresentou potente 
atividade antitumoral, que levou a uma redução significativa da viabilidade celular em todas 
as concentrações testadas (de 1000 a 7,81 µg/mL), sendo que as concentrações de 1000 e 500 
µg/mL reduziram a viabilidade celular em percentuais superiores ao paclitaxel (Figura 23; 
Tabela 8). A IC50 foi de 14,87 µg/mL. 
Nesta fração foi verificada a presença da hidroquinona (Tabela 1 – Anexo B). DU e 
colaboradores (2015) avaliaram a atividade antitumoral de um análogo da hidroquinona, a (4 - 
[(tetrahidro-2H-piran-2-il) oxi]) frente a diferentes linhagens de celulas tumorais e 
observaram que esta molécula inibiu significativamente a proliferação das células do 
carcinoma do cólon murino C26 de forma dose dependente análoga (10, 20, 30 e 40 µg/mL), 
com redução final de aproximadamente 40% da viabilidade das células. Esses dados sugerem 
que a atividade antitumoral observada na fração diclorometânica, também deva estar 
relacionada à presença da hihroquinona, assim como foi observado para o análogo acima. 
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Figura 23: Avaliação da atividade antitumoral da fração diclorometânica de 
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish sobre as linhagens tumorais MDA-MB-231 
(adenocarcinoma de mama) e A549 (adenocarcinoma alveolar humano) respectivamente. 
 
           
 
          
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (DMEM ou MEM+DMSO). (***) corresponde a diferença significativa com p≤ 0,0001, 
considerando intervalo de confiança de 95%. 
 
A última fração avaliada foi à fase hidroalcoólica e, frente à linhagem MDA-MB-231, 
esta fração mostrou-se ativa nas concentrações de 1000 a 62,5 μg/mL, com valores de redução 
da viabilidade celular entre 87,12 a 22,02% e IC50 de 164,0 μg/mL. Nas concentrações de 
1000, 500 e 250 μg/mL a redução da viabilidade da linhagem MDA-MB-231 foram 
superiores ao fármaco padrão. Esta fração também apresentou valor de eficácia superior ao 
fármaco padrão, de 104,24% para a maior concentração testada (Figura 24; Tabela 8). Em 
relação à linhagem tumoral A549, a fração hidroalcoólica apresentou-se ativa nas quatro 
maiores concentrações (de 1000 a 125 µg/mL), com redução da viabilidade celular variando 
de 85,16 a 22,33% e IC50 de 186,90 µg/mL. A eficácia para a maior concentração testada foi 
de 96,46% (Figura 24; Tabela 8). 
Uma classe de metabólitos secundários que pode estar envolvida na atividade 
antitumoral é a dos flavonóides, que também foi identificada na amostra hidroalcóolica 
analisada neste estudo (Tabela 1 – Anexo B).  PERSIA e colaboradores (2017) avaliaram o 
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perfil químico e atividade antitumoral de Tessaria absinthioides (Hook. & Arn.) DC, espécie 
também pertencente à família Asteraceae, frente às linhagens tumorais Hela, Gli-36, HCT-
116 e MCF-7. O extrato aquoso das folhas apresentou atividade antitumoral, com valores de 
IC50 de 3,0 ± 1,2; 6,1 ± 1,1; 7,6 ± 1,0 e 14,8 ± 1,3 μg/ml respectivamente. Além disso, a 
análise fitoquímica desta espécie revelou a presença de diferentes grupos químicos, entre os 
quais a classe dos flavonóides, que foi o mais abundante, com 76,5 ± 3,2 mg/g do extrato 
seco.  
BRITO et al., (2013) avaliaram a atividade do flavonóide quercetina frente a linhagem 
celular de carcinoma hepatocelular (HepG2) e verificaram que este metabólito secundário 
atua reduzindo a proliferação das células cancerígenas, e que esta redução é dependente do 
tempo, ou seja, a proliferação celular diminui à medida que se aumenta o tempo de incubação 
com a quercetina, apresentando valores de ICs50 de 47,64; 37,67; 32,98 e 30,74 µM nos 
tempos 24, 48, 72 e 96 hrs respectivamente.  
Em outro estudo, MARTINEZ (2016) avaliou a atividade antitumoral da rutina frente 
células tumorais de adenocarcinoma de cólon (HT-29) e, observaram efeito anti-proliferativo 
do flavonóide, com valor de IC50 de 250 µg/ml. Esses dados corroborando que provavelmente, 
a atividade observada na fração hidroalcóolica das partes aéreas de E. erythropappus deve 
estar associada a presença desses dois metabólitos. 
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Figura 24: Avaliação da atividade antitumoral da fração hidroalcoólica de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish sobre as linhagens tumorais MDA-MB-231 (adenocarcinoma 
de mama) e A549 (adenocarcinoma alveolar humano) respectivamente. 
 
          
 
          
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (DMEM ou MEM+DMSO). (**) e (***) correspondem as diferenças significativas com p≤ 0,01 e 
p≤ 0,0001 respectivamente, considerando intervalo de confiança de 95%. 
 
Na literatura são descritos inúmeros estudos que demonstram que a espécie E.  
erythropappus  apresenta grande quantidade de substâncias, pertencentes a diferentes classes 
de matabólitos secundários (SILVÉRIO  et al., 2013; SANTOS  et al., 2015a; 
NASCIMENTO  et al., 2007; SOARES  &  FABRI,  2011) e, tais compostos como o α-
bisabolol, substância isolada do óleo essencial desta espécie apresenta atividade antitumoral 
contra várias linhagens de células tumorais (SEKI et  al., 2011; UNO  et  al.,  2016; CHEN et 
al., 2010; PIOCHON et al., 2009), corroborando o potencial antitumoral, aqui observado. 
Contudo, no presente estudo não foi identificado o composto α-bisabolol, que tem sido 
isolado do óleo essencial desta espécie, diferencialmente do presente trabalho. 
Em estudo realizado por LOBO e colaboradores (2012) foi avaliada a atividade 
antitumoral da fração diclorometânica e etanólica das folhas de Eremanthus crotonoides 
frente às linhagens celulares de cancro de glioblastoma humano U251 e U87. A fração 
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diclorometânica apresentou-se ativa com IC50 de 19,56 e 16,25 µg/mL frente às linhagens 
U251 e U87 respectivamente; e a fração etanólica frente U251 e U87, com IC50 de 61,06 e 
46,14 µg/mL, respectivamente. Esses dados mostram que frações semelhantes às testadas 
neste estudo, provenientes de espécies do gênero Eremanthus, apresentaram atividades frente 
células tumorais. Isso se deve provavelmente, pelo fato de que tais espécies pertencem ao 
mesmo gênero e família e, como foram utilizados solventes extrativos semelhantes ao do 
presente estudo, ambas as frações diclorometânica e etanólica podem apresentar constituintes 
químicos semelhantes, responsáveis pelas atividades antitumorais observadas. 
 
5.2.2 Avaliação da atividade tripanocida do extrato etanólico bruto e suas frações 
 
Os testes de avaliação da atividade tripanocida do extrato etanólico bruto e suas respectivas 
frações foram realizadas utilizando as formas epimastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi, 
que representa um protótipo de resistência ao benznidazol fármaco padrão, conforme 
determinado por FILARDI & BRENER (1987). A eficácia dos extratos (bruto e frações) foi 
comparada em relação ao fármaco padrão benznidazol (considerado como 100% de eficácia), 
que promoveu uma redução da viabilidade da cepa Colombiana (forma epimastigota) de T. 
cruzi em média de 65,63 ± 6,65 para a cepa Colombiana, com IC50 de 82,79 µg/mL. 
Tanto o extrato etanólico bruto quanto as frações hexânica, diclorometânica e hidroalcoólica 
das partes aéreas de E. erythropappus apresentaram atividade tripanocida com diferentes 
faixas de  concentração  significativamente ativas sobre a cepa colombiana e boa  eficácia 
avaliadas comparativamente ao fármaco padrão (Tabela 9). 
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Tabela 9: Avaliação da atividade tripanocida do extrato etanólico bruto e frações das partes aéreas de Eremanthus erythropappus 
(DC.) McLeish sobre as formas epimastigotas da cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fc = faixa de concentrações ativas (diferenças significativas em p<0,05 intervalo de confiança de 95% comparada aos respectivos controles negativos ou de 
viabilidades celulares); Mc = redução das viabilidades celulares observadas para a maior e menor concentração ativa do extrato; IC50= Concentração que inibe 
50% das formas epimastigotas; E= eficácia máxima observada comparada com o benzonidazol, considerado como 100% de atividade. Os resultados 
apresentam a avaliação de três experimentos independentes realizados em triplicata. 
 
 
 
 
Atividade Tripanocida (Cepa Colombiana) 
Planta utilizada           Extrato/Fração 
Faixa de 
Concentrações Ativas 
(Fc) (µg/mL) 
% de Morte 
Celular (Mc) 
IC50 (µg/mL) 
  Eficácia 
(E) (%) 
 
 Extrato bruto etanólico 1000 a 250 89,75 a 66,47 213,8 136,75 a 101,27  
Eremanthus erythropappus 
(Folhas e Flores) 
Fração Hexânica 1000 a 15,62 93,45 a 15,11 125,7 142,38 a 23,02  
Fração Diclorometânica 1000 a 31,25 94,64 a 34,84 97,35 144,20 a 53,08  
 Fração Hidroalcoólica 1000 a 250 95,33 a 61,32 228,2 145,25 a 93,43  
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Após a obtenção do extrato etanólico bruto e sua avaliação quanto à atividade 
tripanocida foi observado que o mesmo foi significativamente ativo nas três maiores 
concentrações testadas (1000, 500 e 250 µg/mL), com redução da viabilidade da cepa 
Colombiana de 89,75 a 66,47% e valor de IC50 de 213,8 µg/mL. A eficácia deste extrato 
quando comparado ao Benznidazol foi de 136,75% a 101,27%.  
CUNHA em 2016 ao realizar a triagem de atividades biológicas de plantas do Cerrado 
já apontava para o potencial tripanocida do extrato etanólico bruto das folhas de Eremanthus 
erythropappus, mas baixa seletividade de ação. Esses resultados motivaram a seleção da 
planta para prosseguir os estudos referentes a esta atividade e, uma vez, que nova coleta e 
preparação de extrato foi realizada esse foi novamente avaliado para confirmação das 
atividades previamente observadas.  
Os dados obtidos corroboram a atividade anti-tripanossoma do extrato bruto 
demonstrada e também elevada citoxicidade. Contudo, foram observadas diferenças na CC50 e 
redução percentual de morte que, como dito anteriormente, podem ser explicadas pelo fato de 
que uma nova coleta da planta foi realizada e, consequentemente um novo extrato foi 
preparado, podendo ocorrer alterações na presença dos constituintes. Segundo GOBBO-
NETO & LOPES (2007), as ações biológicas desempenhadas por extratos e frações podem 
ser alteradas devido à influência da sazonalidade sobre sua composição química, fator este 
que dificulta a padronização dos efeitos de uma determinada espécie vegetal. 
Em decorrência da promissora atividade, o extrato foi submetido à partição em 
solventes de diferentes polaridades e as frações também avaliadas.  
A fração hexânica foi significativamente ativa contra a cepa Colombiana de T. cruzi 
nas concentrações de 1000 a 15,62 μg/mL, levando a uma redução da viabilidade desta cepa 
de 93,45 a 15,11%, com IC50 de 125,7 μg/mL. A eficácia comparada ao fármaco padrão 
(média percentual de morte parasitária de 65,63%) foi de 142,38 a 23,02% na faixa de 
concentração ativa (Figura 25; Tabela 9). Na fração hexânica foi observada a substância fitol, 
pertencente à classe dos terpenoides. Alguns estudos demonstraram atividade tripanocida de 
plantas pertencentes à família Asteraceae (Aristeguietia glutinosa (Lam.) R.M.) em que foi 
detectada a presença de terpenoides (VARELA et al., 2014). BERO e colaboradores (2013) 
avaliaram a atividade antitripanossômica do composto fitol, isolado do óleo essencial das 
folhas de Keetia leucantha (K. Krause) frente às formas tripomastigotas (cepa Lister 427) de 
Trypanosoma brucei brucei e, observaram potente ação desta molécula, com IC50de 
19,1  ±  2,3 μM, demonstrando que  a provável ação tripanocida da fração hexânica deva estar 
relacionada a presença desta substância.  
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Nesta fração foram também identificadas substâncias da classe de ácidos e ésteres de 
ácidos graxos (como ácido palmítico, ácido linolênico, linolenato de etil e palmitato de etila), 
que também podem estar atuando na atividade tripanocida da espécie E. erythropappus. 
Plantas que apresentaram em sua constituição química a presença de ácidos graxos já 
demonstraram potencial atividade tripanocida (JIMÉNEZ-COELLOet al., 2013; OLIVEIRA 
2009). 
A fração diclorometânica mostrou-se ativa nas concentrações de 1000 a 31,25 μg/mL, 
com redução da viabilidade parasitária entre 94,64 e 34,84%, apresentando IC50 de 97,35 
μg/mL. Em relação à eficácia, esta fração apresentou valores variando 144,20 a 53,08%.  
A avaliação da fração hidroalcoólica de E. erythropappus mostrou atividade 
tripanocida nas concentrações de 1000, 500 e 250 µg/mL. A redução da viabilidade celular foi 
à melhor entre as frações avaliadas e variou de 95,33 a 61,32%. A eficácia variou de 145,25 a 
93,43% na faixa de concentração ativa e apresentando IC50 de 228,2 µg/mL (Figura 25; 
Tabela 9). 
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Figura 25: Avaliação da atividade tripanocida do extrato etanólico bruto e suas frações das 
partes aéreas de Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish sobre as formas epimastigotas da 
cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (LIT + DMSO). (*) e (***) corresponde a diferença significativa com p≤ 0,05 e p≤ 0,0001, 
respectivamente, considerando  intervalo  de confiança de 95%. 
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Na fração hidroalcoólica das partes áreas da E. erythropappus foi identificada a 
presença da quercetina, pertencente a classe dos flavonóides e, que pode estar atuando na 
atividade tripanocida observada. SKAF e colaboradores (2018) avaliaram a atividade de dois 
flavonóides provenientes do extrato diclorometânico das partes aéreas de Achillea 
fragrantissima Forssk. (Asteraceae) frente às formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei. 
Foi observado que as substâncias Chrysosplenol-D e Chrysosplenetine apresentaram potencial 
atividade tripanocida com ICs50 de 30,35  ±  0,23 e 47,27  ±  0,39 µM, respectivamente. Em 
outro estudo, MAMANI-MATSUDA et al., (2004) avaliaram a atividade tripanocida do 
flavonóide quercetina frente às formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei gambiense, a 
adição deste composto em culturas de T. b. gambiense por um período de 24h resultou em 
uma destruição dos parasitos, que foi dependente da dose, apresentando ainda uma pequena 
IC50 de 10 μM. TASDEMIR et al., (2006) mostrou a atividade tripanocida da rutina frente às 
formas tripomastigotas de T. brucei rhodesiense, o qual este composto apresentou uma IC50 
de 42,1 μg/mL. 
Diante dos resultados observados em nosso estudo, e da comprovação da atividade 
tripanocida para plantas da mesma espécie ou família observada na literatura, podemos 
destacar o real potencial desta planta na atividade anti-tripanossoma, uma vez que tanto o 
extrato etanólico bruto, quanto suas frações foram consideravelmente ativas contra as formas 
epimastigotas do parasito. Assim, o objetivo do estudo era também avaliar a atividade frente 
às formas amastigotas (intracelulares) deste parasito. Contudo, o ensaio ficou inviabilizado, 
uma vez que, todos os extratos e frações avaliados foram também consideravelmente 
citotóxicos para as células L929 (item 5.2.6) nas faixas de concentração significativamente 
ativas contra o parasito. Além disso, as formas amastigotas de T. cruzi são muito eficientes 
em escapar de defesas extracelulares, devido sua multiplicação ocorrer no interior das células 
hospedeiras, tornando-as mais resistentes (SANTILIANO & ALMEIDA 2012). Logo, não 
seria viável testar concentrações dos extratos que fossem menos tóxicas as células L929, uma 
vez que estas concentrações não se mostraram ativas frente às formas epimastigotas do 
parasito. Consequentemente, posteriores análises com os compostos isolados desta planta 
seria de grande interesse, principalmente os provenientes da fração hidroalcoólica, que 
apresentaram melhor atividade. 
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5.2.3 Avaliação da atividade leishmanicida do extrato etanólico bruto e suas 
frações 
 
A avaliação da atividade leishmanicida dos extratos e frações foram realizadas 
utilizando as formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHO/BR/73/M2269 
como modelo de Leishmaniose Tegumentar), e as formas promastigotas de Leishmania 
infantum (cepa MHOM/BR/74/PP75 como modelo de Leishmaniose Visceral). O extrato 
etanólico bruto e, suas respectivas frações apresentaram atividade significativa para ambas as 
cepas de Leishmania (Tabela 10). A eficácia dos extratos foi comparada em relação ao 
fármaco padrão anfotericina B (considerada como 100% de eficácia), que levou a uma 
redução média da viabilidade parasitária de 82,50 ± 0,53 e IC50 de 1,79 μg/mL para a cepa 
M2269, utilizada na concentração de 50 μg/mL. Para a cepa PP75, essa redução foi de 82,85 ± 
5,58, com IC50 de 1,13 μg/mL. 
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 Tabela 10: Avaliação da atividade leishmanicida do extrato etanólico bruto e frações das partes aéreas de Eremanthus erythropappus  
(DC.) McLeish sobre as formas promastigotas da cepa M2269 de Leishmania amazonensis e da cepa PP75 de Leishmania infantum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fc = faixa de concentrações ativas (diferenças significativas em p<0,05, intervalo de confiança de 95% comparada aos respectivos controles negativos ou 
viabilidades); Mc = redução das viabilidades celulares observadas para a maior e menor concentração ativa do extrato; IC50= Concentração que inibe 50% das 
células; E= eficácia observada comparado como respectivos fármacos padrões considerados como 100% de atividade. Os resultados apresentam a avaliação de 
três experimentos independentes realizados em triplicata. 
Atividade Leishmanicida 
Planta utilizada Extrato/Fração 
Linhagem 
Utilizada 
Faixa de 
Concentrações Ativas 
(Fc) (µg/mL) 
% de Morte 
Celular (Mc) 
IC50 
(µg/mL) 
Eficácia (E) 
(%) 
 
 
 
Eremanthus 
erythropappus 
(Folhas e Flores) 
Extrato bruto etanólico 
M2269 1000 a 250 73,7 a 34,95 360,8 89,33 a 42,36  
PP75 1000 e 500 79,41 a 56,0 403,4 95,84 a 67,59  
Fração Hexânica 
M2269 1000 a 31,25                            89,79 a 30,05 29,38 108,8 a 36,42  
PP75 1000 a 62,5 81,47 a 51,88 60,68 98,33 a 62,61  
Fração Diclorometânica 
M2269 1000 a 31,25 90,28 a 53,67 30,49 109,43 a 65,05  
PP75 1000 a 31,25 89,21 a 46,26 31,20 107,67 a 55,83  
Fração Hidroalcoólica 
M2269 1000 a 250 91,62 a 53,94 232,6 111,05 a 65,38  
 PP75 1000 a 250 88,95 a 63,92 214,2 107,36 a 77,15  
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A comprovação da atividade leishmanicida observada previamente por Cunha (2016) 
foi inicialmente realizada para o extrato etanólico bruto das folhas e flores de E. 
erythropappus. Este apresentou-se ativo frente as duas cepas de leishmania avaliadas (M2269 
e PP75) sendo as concentrações significativamente ativas para a cepa M2269 de 1000 a 250 
μg/mL, com redução da viabilidade parasitária entre 73,7 e 34,95% e IC50 de 360,8 μg/mL.  
Este apresentou eficácia variando 89,33 a 42,36%. Para a cepa PP75 a faixa de concentração 
com atividade foi de 1000 e 500 μg/mL, com redução da viabilidade parasitária de 79,41% e 
56,0% respectivamente, IC50 de 403,4 μg/mL, e com eficácia comparada a anfotericina B 
(média percentual de morte parasitária de 82,85%), de 95,84% e 67,59%, respectivamente 
(Figura 26; Tabela 10). O extrato etanólico bruto apresentou boa eficácia para ambas as cepas, 
desta forma que as frações obtidas também foram avaliadas. 
 
Figura 26: Avaliação da atividade leishmanicida do extrato etanólico bruto das partes aéreas 
de Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish, sobre as formas promastigotas da cepa M2269 
de Leishmania amazonensis e da cepa PP75 de Leishmania infantum, respectivamente. 
 
 
 
 
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (LIT + DMSO). (***) corresponde a diferença significativa com p≤ 0,0001, considerando intervalo 
de confiança de 95%. 
 
Após fracionamento, foi avaliada a fração hexânica, que apresentou concentrações 
ativas frente à cepa M2269 na faixa de 1000 a 31,25 μg/mL, com redução da viabilidade 
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parasitária entre 89,79 a 30,05% e IC50 de 29,38 μg/mL. Esta apresentou eficácia variando de 
108,8 a 36,42% comparada a Anfotericina B. A concentração de 1000 μg/mL apresentou 
redução da viabilidade desta cepa superior ao fármaco padrão (anfotericina B). Para a cepa 
PP75 a faixa de concentração com atividade significativa foi de 1000 a 62,5 μg/mL, com 
redução da viabilidade parasitária variando de 81,47 a 51,88%, IC50 de 60,68 μg/mL, com 
eficácia entre 98,33 a 62,61% para a faixa de concentração ativa (Figura 27; Tabela 10). 
OLIVEIRA (2009) avaliou a composição química e atividade leishmanicida da espécie 
vegetal Bostrychia radicans Montagne frente às formas promastigotas de leishmania 
amazonensis e, foi observado que a fração hexânica e diclorometânica desta espécie 
apresentou IC50 de 7,9 e 0,6 µg/mL respectivamente; valores melhores que os obtidos para 
o controle padrão Anfotericina B (IC50 de 304 µg/mL). É importante ressaltar ainda, que 
tanto esta espécie como a espécie E. erythropappus, apresentaram em sua análise 
fitoquímica substâncias como ácido palmítico, linolenato e palmitato de etila, podendo desta 
forma, tais substâncias pertencente a classe dos ácidos graxos estarem envolvidas na atividade 
leishmanicida observada. 
 
Figura 27: Avaliação da atividade leishmanicida da fração hexânica de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish, sobre as formas promastigotas da cepa M2269 de Leishmania 
amazonensis e da cepa PP75 de Leishmania infantum, respectivamente. 
 
          
 
 
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o
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controle de crescimento (LIT + DMSO). (***) corresponde a diferença significativa com p≤ 0,0001, 
considerando intervalo de confiança de 95%. 
 
A segunda fração avaliada foi à diclorometânica, que se mostrou ativa frente ambas as 
cepas de Leishmania. As concentrações de 1000 e 500 µg/mL apresentaram redução da 
viabilidade parasitária superiores a anfotericina B frente ambas as cepas. A faixa de 
concentrações significativamente ativas para a cepa M2269 foi de 1000 a 31,25 μg/mL, 
apresentando-se como o segundo extrato que mais inibiu o crescimento das promastigotas; 
com redução da viabilidade parasitária entre 90,28 e 53,67% e IC50 de 30,49 μg/mL.  Esta 
fração também apresentou o segundo melhor valor de eficácia entre os extratos avaliados 
variando de 109,43 a 65,05% considerando a faixa de concentração ativa.  
Em relação à cepa de Leishmania infantum (PP75), a faixa de concentração ativa 
também foi de 1000 a 31,25 μg/mL, apresentando redução da viabilidade parasitária entre 
89,21 e 46,26%, IC50 de 31,20 μg/mL, e eficácia variando de 107,67 a 55,83% quando 
comparada a anfotericina B (Figura 28; Tabela 10). A fração diclorometânica foi a mais ativa 
frente à cepa PP75 e a segunda mais ativa frente à cepa M2269.  
TOLEDO e colaboradores (2014) também avaliaram o extrato diclorometano das 
folhas de uma espécie da família Asteraceae, a Tithonia diversifolia Hemsl., que apresentou 
forte atividade leishmanicida in vitro frente às formas promastigotas de L. braziliensis, com 
valor de DL50 de 1,5 ± 0,50 µg/mL. Nesta fração foi identificada a hidroquinona e, análogos 
deste composto já são demonstrados por apresentar ação leishmanicida.  
VALDERRAMA et al., (2005) avaliou diferentes análogos desta substância e 
observou promissora atividade contra as formas amastigota de L. amazonensis, com IC50 
variando de 18,7 a 50 µM. 
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Figura 28: Avaliação da atividade leishmanicida da fração diclorometânica de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish, sobre as formas promastigotas da cepa M2269 de Leishmania 
amazonensis e da cepa PP75 de Leishmania infantum, respectivamente. 
 
          
         
         
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (LIT + DMSO). (***) corresponde a diferença significativa com  p≤ 0,0001, considerando intervalo 
de confiança de 95%. 
A fração hidroalcoólica, obtida das partes aéreas de E. erythropappus, foi ativa frente 
à cepa M2269 nas três maiores concentrações (1000, 500 e 250 μg/mL), apresentando-se 
como o extrato que mais inibiu o crescimento das promastigotas, com valores de redução da 
viabilidade parasitária entre 91,62 e 53,94% e IC50 de 232,6 μg/mL. No qual a concentração 
de 1000 μg/mL apresentou redução da viabilidade parasitária superior ao fármaco padrão. 
Esta fração também apresentou o melhor valor de eficácia entre os extratos avaliados, 
de 111,05% para a maior concentração testada e de 65,38% para a menor quando comparado 
a anfotericina B. Em relação à espécie Leishmania infantum (cepa PP75) foi ativa na mesma 
faixa de concentração, apresentando como a segunda fração que mais reduziu a sua 
viabilidade parasitária (entre 88,95 e 63,92%), IC50 de 214,2 μg/mL, eficácia de 107,36 a 
77,15% (Figura 29; Tabela 10). Frente esta cepa, as concentrações de 1000 e 500 μg/mL 
apresentaram redução da viabilidade parasitária superiores a anfotericina B. Nesta fração 
foram encontrados os flavonóides, quercetina e rutina, que são relatados por apresentarem 
ação leishmanicida. Por exemplo, MITTRA et al., (2000) avaliaram os flavonóides 
quercetina, rutina e luteolina isolados das folhas de Fagopyrum esculentum 
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Moench. frente as formas promastigotas de Leishmania donovani. Os autores observaram que 
a quercetina e a luteolina apresentaram  efeito frente os parasitos, com IC50 de 45,5 e 12,5 µM 
respectivamente. Em outro estudo, NOVA (2012) avaliou a atividade leishmanicida dos 
flavonóides quercetina e rutina frente às formas promastigotas de Leishmania infantum 
chagasi e, os compostos mostraram uma eficácia dose-dependente contra os parasitos, com 
uma EC50 de 26 e 30,3 µg/mL, respectivamente. Além disso, vários estudos relatam a 
potencial atividade leishmanicida dos flavonóides frente a diferentes espécies de Leishmania 
(BEER  et al., 2016; BOECK et al., 2006; CRUZ et al., 2013). No estudo de MITTRA et al., 
(2000) a atividade leishmanicida do flavonóide quercetina foi comprovada contra as formas 
promastigotas de Leishmania donovani. Em conjunto, os dados mostram a fração 
diclorometânica e hidroalcoólica como as mais promissoras dentre as amostras avaliadas, uma 
vez que estas frações foram as que mais reduziram a viabilidade das cepas M2269 e PP75, 
além de apresentar valores de eficácia superiores ao fármaco padrão para ambas as cepas em 
algumas das concentrações avaliadas.  
Figura 29: Avaliação da atividade leishmanicida da fração hidroalcoólica de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish, sobre as formas promastigotas da cepa M2269 de Leishmania 
amazonensis e da cepa PP75 de Leishmania infantum, respectivamente. 
 
 
 
 
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (LIT + DMSO). (***) corresponde a diferença significativa com p≤ 0,0001, considerando intervalo 
de confiança de 95%. 
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Como demonstrado acima, foi observada uma significativa atividade dos extratos 
(bruto e frações) das partes aéreas de E. erythropappus frente às formas extracelulares de 
Leishmania (promastigotas), cepa M2269 e PP75 e, posteriormente, tais cepas também seriam 
utilizadas para infecção dos macrófagos, linhagem RAW 264.7, para obtenção das formas 
intracelulares do parasito (amastigotas) e posterior ensaio antiamastigota dos extratos. 
Entretanto, assim como discutido na avaliação da atividade tripanocida, também não foi 
possível realizar o ensaio frente à forma amastigota de Leishmania, uma vez que os extratos 
também foram consideravelmente citotóxicos quando avaliados frente à linhagem de 
macrófagos RAW 264.7 (item 5.2.6). Todas as concentrações (de 125 a 0,97 µg/mL) das 
frações avaliadas ativas frente às formas promastigotas do parasito, também foram muito 
tóxicas para os macrófagos, inviabilizando a realização dos ensaios. Além disso, a forma 
amastigota de Leishmania é considerada uma forma ainda mais resistente do parasito, uma 
vez que, dentro do macrófago, estas formas intracelulares inibem diversos mecanismos de 
defesa (CUNNINGHAM, 2002), sendo desta forma, inviável testar concentrações dos extratos 
que não foram ativas frente às formas promastigotas em formas amastigotas do parasito.  
 
5.2.3 Avaliação da atividade antibacteriana do extrato etanólico bruto e suas frações 
 
No presente estudo, como objetivo de triagem do extrato bruto e suas respectivas 
frações com potencial atividade antimicrobiana, o extrato bruto e suas frações foram avaliados 
na faixa de 125 μg/mL a 1000 μg/mL e foram adotados os seguintes critérios para a 
classificação da atividade dos extratos: aqueles que apresentaram CIM igual ou menor que 
250 μg/mL foram considerados como detentores de uma forte atividade antibacteriana, entre 
250 < CIM ≥ 500 μg/mL com atividade moderada; de 500 < CIM ≥ 1000 μg/mL com fraca 
atividade e; CIM > 1000 μg/mL sem atividade antibacteriana. 
Na literatura existem estudos que demonstram atividade antibacteriana para plantas do 
mesmo gênero ou família da E. erythropappus. Por exemplo, SOUSA e colaboradores 
(2008b), avaliaram a atividade do óleo essencial das folhas de Eremanthus erythropappus 
pelo método de difusão em ágar contra as espécies bacterianas Staphylococcus aureus, 
Streptococcus mutans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella spp. Os óleos 
essenciais das folhas, testadas nas concentrações de 5, 10 e 50 g inibiram o crescimento da 
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cepa S. aureus e da cepa Salmonella spp. Dada a relação filogenética entre espécies do mesmo 
gênero e, que muitas vezes é comum a expressão de substâncias pertencentes às mesmas 
classes químicas, devido às relações de ancestralidade supostas para um conjunto de espécies 
(MIYAKI et al., 2001). Consequentemente, estes estudos estimularam investigações mais 
detalhadas sobre a espécie em estudo. 
Na tabela 11 estão descritos os resultados obtidos para a avaliação da atividade 
antibacteriana do extrato etanólico bruto das partes aéreas de Eremanthus erythropappus e 
suas respectivas frações. 
  
 
 
    1
2
8
 
 
 
 
Tabela 11: Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) do extrato etanólico bruto e suas respectivas frações das partes aéreas de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish  frente às cepas bacterianas avaliadas através do método de microdiluição em placa, pelo método 
colorimétrico da resazurina. 
Concentração inibitória mínima (µg/mL) 
Microrganismos Extrato etanólico bruto Fração hexânica Fração diclorometânica Fração hidroalcoólica 
Pseudomonas aeruginosa 1000 1000 1000 > 1000 
Staphylococcus aureus 1000 1000 500 > 1000 
Escherichia coli > 1000 ____ ____ ____ 
Proteus mirabilis > 1000 ____ ____ ____ 
Salmonella typhimurium > 1000 ____ ____ ____ 
Klebsiella oxytoca > 1000 ____ ____ ____ 
Listeria monocytogenes 1000 > 1000 1000 > 1000 
Bacillus cereus > 1000 ____ ____ ____ 
Os resultados representam a avaliação de três experimentos independentes realizados em triplicata; (---) frações que não foram avaliadas frente aos 
microorganismos,  uma vez que as mesmas só foram avaliadas frente aqueles inibidos pelo extrato etanólico bruto. 
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O extrato bruto das partes aéreas (folhas e flores) apresentou fraca atividade frente a 
três bactérias das oito testadas, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e 
Pseudomonas aeruginosa, com CIM de 1000 μg/mL (Tabela 11). 
A figura 30 representa os resultados obtidos para a avaliação da atividade 
antibacteriana da espécie Eremanthus erythropappus (extrato bruto), frente às cepas 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa. Em estudo 
prévio, CUNHA (2016) avaliou a atividade antibacteriana do extrato etanólico bruto das 
folhas de E. erythropappus frente as cepas Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas 
aeruginosa e Staphylococcus aureus  observando que este não inibiu nenhuma das cepas 
avaliadas. Contudo, em nosso estudo foi observada fraca atividade frente às cepas 
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus e, isto pode ser explicado pelo fato de que 
além de ter sido realizado uma nova coleta e nova produção do extrato. O autor utilizou 
apenas as folhas desta espécie, diferencialmente do nosso estudo, em que foram utilizados 
folhas e flores. Assim o novo extrato pode apresentar diferentes constituintes químicos, que 
podem estar atuando na atividade observada. SILVÉRIO e colaboradores (2013) avaliaram a 
atividade do óleo essencial das inflorescências, das folhas secas e frescas, e dos ramos desta 
espécie frente cepas de baterias Gram-positivas e Gram-negativas. Os autores observaram que 
os óleos essenciais foram ativos contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, mas 
não apresentaram atividade frente às estirpes Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. É 
importante salientar, que assim como neste estudo, os extratos e frações também foram ativos 
frente à cepa Staphylococcus aureus e, não inibiram o crescimento de Escherichia coli. 
Contudo, no presente estudo houve atividade antibacteriana frente à Pseudomonas 
aeruginosa. Essas diferenças podem estar associadas a diferenças nas polaridades do extrato, 
podendo os mesmos apresentar diferentes metabólitos secundários e, consequentemente 
variações na atividade observada. 
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Figura 30: Avaliação da atividade antibacteriana do extrato etanólico bruto sobre Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e 
Pseudomonas aeruginosa utilizando a técnica de microdiluição em microplaca com determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM). 
  
Linhas A, B, C, D: poços teste, contendo concentrações em triplicata de 1000, 500, 250 e 125 µg/mL do extrato bruto + bactérias; Linhas E e F: poços controle de 
viabilidade, contendo Caldo Muller Hinton + bactérias; Controle de atividade: Cloranfenicol + bactérias; Dimetilsulfóxido + bactérias; extrato + Caldo Muller 
Hinton. Por fim na linha G: controle do Caldo Muller Hinton sem bactéria. 
131 
 
 
 1
3
0 
 
A partir da inibição do crescimento das bactérias testadas contra o extrato bruto, foram 
selecionadas três espécies (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Pseudomonas 
aeruginosa) para serem testadas frente às frações. Na literatura, esta espécie carece de 
atividades antibacterianas com diferentes solventes em diferentes polaridades, uma vez que a 
maioria das atividades propostas foram realizadas apenas com os óleos essenciais da planta 
(SOUSA et al., 2008; SILVÉRIO et al., 2013; SANTOS et al., 2015a; SALUSTIANO et al., 
2006). 
Na avaliação da atividade antibacteriana, a fração hexânica foi ativa frente ambas as 
cepas S. aureus e P. aeruginosa, com CIM de 1000 µg/mL (Figura 31; Tabela 11). Foram 
identificados nesta fração ácidos e ésteres de ácidos graxos (como ácido palmítico, ácido 
linolênico, linolenato de etil e palmitato de etil (Tabela 1 – Anexo B), e tais classes de ácidos 
e ésteres de ácidos graxos já são demonstrados na literatura por apresentarem entre outras, 
ação antibacteriana (SILVEIRA et al., 2005; BASTOS et al., 2009; ISAACS et al., 1990; 
ISAACS et al., 1995). Também foram encontrados na fração hexânica terpenoides como o 
Fitol (Tabela 1 – Anexo B) e, essa classe também já é relatada por apresentar atividades 
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (MUNIZ-RAMIREZ et al., 2014; 
RIVERO-CRUZ et al., 2009; TOR-ANYIIN et al., 2007). Esses dados sugerem que esses 
compostos podem estar contribuindo isoladamente e/ou sinergicamente para a atividade 
antibacteriana desta fração. 
A fração diclorometânica foi ativa frente às três cepas de bactérias testadas, 
apresentando atividade antibacteriana moderada frente à bactéria S. aureus, com CIM de 500 
µg/mL; e fraca atividade antibacteriana para as cepas L. monocytogenes e P. aeruginosa, com 
CIM de 1000 µg/mL (Figura 31; Tabela 11). Nesta fração foi identificada a presença da 
hidroquinona. RÚA e colaboradores (2011) avaliaram essa substância frente à cepa 
Staphylococcus aureus e, observaram que este composto fenólico, apresentou potente ação 
antibacteriana com CIM de 103,05 μg/mL. 
A fração hidroalcoólica não inibiu o crescimento de nenhuma das três cepas 
bacterianas, corroborando dados na literatura. Outros autores avaliaram outras plantas da 
família Asteraceae e também observaram ausência de atividade das frações hidroalcoólicas 
frente o crescimento bacteriano de diferentes espécies: Baccharis microphylla (MORALES 
et. al., 2008); Pterocaulon interruptum DC. (HEEMANN, 2002). 
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Figura 31: Avaliação da atividade antibacteriana da fração hexânica, diclorometânica e hidroalcoólica sobre Staphylococcus aureus, 
Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa utilizando a técnica de microdiluição em microplaca com determinação da 
Concentração Inibitória Mínima (CIM). 
  
Linhas A, B, C, D: poços teste, contendo concentrações em triplicata de 1000, 500, 250 e 125 µg/mL do extrato bruto + bactérias; Linhas E e F: poços controle de 
viabilidade, contendo Caldo Muller Hinton + bactérias; Controle de atividade: Cloranfenicol + bactérias; Dimetilsulfóxido + bactérias; extrato + Caldo Muller 
Hinton. Por fim na linha G: controle do Caldo Muller Hinton sem bactéria. 
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5.2.4 Avaliação da atividade antifúngica do extrato etanólico bruto e suas frações 
 
Na avaliação da atividade antifúngica, foram adotados os seguintes critérios de 
avaliação da atividade: extrato bruto e frações com CIM até 250 μg/mL foram classificados 
como forte atividade antifúngica, entre 250 e 750 μg/mL com atividade moderada; de 750 a 
1000 μg/mL com fraca atividade e, >1000 μg/mL sem atividade antifúngica. Vários autores 
têm demonstrado potencial atividade antifúngica ao avaliarem plantas da família Asteraceae, 
como a Senecio heterotrichiu (FRANCESCATO et al., 2007) e a Arctiumlappa L 
(BALLIANA, 2012) que tem apresentando considerável atividade antifúngica.  
O extrato bruto das partes aéreas (folhas e flores) de E. erythropappus, apresentou 
atividade frente às três leveduras avaliadas, com fraca  atividade  antifúngica  para  a  cepa  C. 
albicans com CIM  de  1000 μg/mL,  atividade moderada  para  a  C. krusei com CIM  de  
500 μg/mL,  e  uma  forte  atividade frente a cepa C. tropicalis, com CIM de 125 μg/mL 
(Tabela 12). 
Na tabela 12 estão descritos os resultados da avaliação da atividade antifúngica do 
extrato etanólico bruto e suas respectivas frações hexânica, diclorometânica e hidroalcoólica.
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Tabela 12: Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) do extrato etanólico bruto e suas respectivas frações das partes aéreas de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish frente às cepas fúngicas avaliadas através do método de microdiluição em placa, pelo método colorimétrico 
da resazurina. 
Concentração inibitória mínima (µg/mL) 
Microrganismos Extrato etanólico bruto Fase hexânica Fase diclorometânica Fase hidroalcoólica 
Candida albicans 1000 > 1000 250 1000 
Candida tropicalis 125 125 250 500 
Candida krusei 500 > 1000 500 1000 
Os resultados representam a avaliação de três experimentos independentes realizados em triplicata; (---) frações que não foram avaliadas frente aos 
micro-organismos,  uma vez que as mesmas só foram avaliadas frente aos microorganismos que foram inibidos pelo extrato etanólico bruto. 
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A figura 32 representa os resultados obtidos para a avaliação da atividade antifúngica 
da espécie E. erythropappus (extrato bruto), frente às cepas C. albicans, C. krusei e C. 
tropicalis. Os dados mostram que o extrato bruto foi ativo frente às três cepas leveduriformes, 
corroborando os resultados observados por Cunha (2016).  Outros autores também observarm 
atividade antifúngica associada a E. erythropappus (óleos essenciais de folhas e ramos) 
contra diferentes cepas de fungos (SANTOS et al.,  2015a; SOUSA et al., 2008b). A 
análise dos resultados obtidos com o extrato etanólico bruto permitiu a seleção das três cepas 
de leveduras (Candida albicans, Candida Krusei e Candida tropicalis), cujo crescimento foi 
inibido pelo mesmo, para serem testadas também frente às frações hexânica, diclorometânica 
e hidroalcoólica das partes aéreas de E. erythropappus.. 
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Figura 32: Avaliação da atividade antifúngica do extrato etanólico bruto sobre Candida albicans, Candida Krusei e 
Candida tropicalis utilizando a técnica de microdiluição em microplaca com determinação da Concentração Inibitória Mínima 
(CIM). 
  
Linhas A, B, C, D: poços teste, contendo concentrações em triplicata de 1000, 500, 250 e 125 µg/mL do extrato bruto + fungos; Linhas E e F: poços 
controle de viabilidade, contendo RPMI + fungos; Controle de atividade: Anfotericina B + fungos; Dimetilsulfóxido + fungos; extrato + RPMI. Por fim 
na linha G: controle do RPMI sem fungo. 
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A fração hexânica foi ativa frente à levedura Candida tropicalis, apresentando forte 
atividade antifúngica com CIM de 125 µg/mL (Figura 33; Tabela 12). Nesta fração foram 
identificadas substâncias pertencentes à classe dos ácidos e ésteres de ácidos graxos que já 
foram associados a atividades antifúngicas (PRIMO et al., 2013; NAGHETINI 2006; SINGH 
et al., 2002; KIM et al., 2003; SACCHETTI et al., 2005). O ácido palmítico, por exemplo, foi 
avaliado por PRIMO et al., (2013) frente à cepa Candida albicans, com uma CIM de 500 
μg/mL para esta molécula. Outra substância identificada nesta fração foi o Fitol, pertencente à 
classe dos terpenoides e, que pode estar atuando na ação antifúngica, uma vez que esta classe 
tem também relatada atividade antifúngica (FERREIRA et al., 2009; SCHUCK et al., 2001; 
SILVA et al., 2008). 
A fração diclorometânica foi ativa frente às três cepas leveduriformes testadas, com 
forte atividade antifúngica frente às cepas C. tropicalis e C. albicans (CIM de 250 µg/mL) e, 
atividade moderada para a C. krusei (CIM de 500 µg/mL) (Figura 33; Tabela 12). Nesta 
fração foi identifica substância pertencente à classe dos compostos fenólicos e, tal classe já é 
relatada por apresentar atividade antifúngica (DEL RÍO et al., 2003; RASOOLI e 
ABYANEH, 2004; OLIVEIRA 2005). A hidroquinona, substância identificada nesta fração, 
também já é relatada por apresentar ação antifúngica contra as cepas Trichophyton 
mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Microsporum canis (SEIBERT et al., 1985) e 
Cladosporium sphaerospermum (BENTO et al., 2013). 
Em relação fração hidroalcoólica, a mesma apresentou fraca atividade antifúngica para 
as cepas C. albicans e krusei CIM = 1000 µg/mL e, atividade antifúngica moderada frente à 
cepa C. tropicalis, com CIM de 500 µg/mL (Figura 33; Tabela 12). Nesta fração foram 
identificadas substâncias pertencentes à classe dos flavonóides e, esta classe já é demonstrada 
por apresentar ação contra diferentes cepas fúngicas (ARIF et al., 2011; SERPA et al., 2012; 
SALAS et al., 2011; SANDHAR et al., 2011). A quercetina, isolada por SOUZA-MOREIRA 
et al., (2018) demonstrou ação frente às cepas Candida krusei e Trichophyton rubrum. A 
rutina também já foi avaliada frente espécies de fungos e, mostrou-se ativa contra a Candida 
krusei (ORHAN et al., 2010; JOHANN et al., 2011) e Cryptococcus neoformans (OLIVEIRA 
et al., 2016b). 
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Figura 33: Avaliação da atividade antifúngica das frações hexânica, 
diclorometânica e hidroalcoólica sobre Candida albicans, Candida 
Krusei e Candida tropicalis utilizando a técnica de microdiluição em 
microplaca com determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM). 
 
 
 
Linhas A, B, C, D: poços teste, contendo concentrações em triplicata de 
1000, 500, 250 e 125 µg/mL do extrato bruto + fungos; Linhas E e F: 
poços controle de viabilidade, contendo RPMI + fungos; Controle de 
atividade: Anfotericina B + fungos; Dimetilsulfóxido + fungos; extrato + 
RPMI. Por fim na linha G: controle do RPMI sem fungo. 
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5.2.6 Avaliação da citotoxicidade do extrato etanólico bruto e suas frações 
 
O extrato etanólico bruto, as frações hexânica, diclorometânica e hidroalcoólica das 
partes aéreas de E. erythropappus apresentaram diferentes graus de toxicidade sobre as 
células de mamífero L929 e RAW 264.7. Em relação às células RAW foram avaliadas 
concentrações a partir de 125 µg/mL, uma vez que os extratos foram consideravelmente 
citotóxicos e, concentrações menores foram necessárias para cálculo da CC50. Os valores de 
CC50 para ambas as linhagens variaram de 1,02 a 176,8 µg/mL (tabela 13). Todos os extratos 
reduziram em mais de 50% da viabilidade celular para as maiores concentrações testadas, 
sendo que a fase diclorometânica foi a mais tóxica frente às duas linhagens celulares, 
chegando a reduzir 93,88% da viabilidade dos fibroblastos e 90,71% da viabilidade dos 
macrófagos. Os demais extratos e frações reduziram a viabilidade das células L929 na faixa 
de 90,30 a 16,32% e, para as células RAW de 69,24 a 11,58% (Tabela 13). Foram calculados 
ainda os valores de Índices de Seletividade (IS) para cada extrato e frações (Tabela 14), no 
qual a citotoxicidade frente às células L929 foi comparada com a atividade frente às células 
tumorais e parasitárias, a fim de avaliar o quanto este extrato ou fração é ativo frente às 
células de tumor ou dos parasitos sem causar danos à viabilidade das células de mamíferos 
(L929). 
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Fc = faixa de concentrações ativas (diferenças significativas em p<0,05, intervalo de confiança de 95% comparada aos respectivos controles negativos ou 
viabilidades); Mc = redução das viabilidades celulares observadas para a maior e menor concentração ativa do extrato; CC50= Concentração que inibe 
50% das células. Os resultados apresentam a avaliação de três experimentos independentes realizados em triplicata. 
                                 Avaliação da Citotoxicidade 
Planta utilizada Extrato/Fração 
Linhagem 
Utilizada 
Faixa de 
Concentrações Ativas 
(Fc) (µg/mL) 
% de Morte 
Celular (Mc) 
CC50 (µg/mL) 
 
 
 
Eremanthus 
erythropappus 
(Folhas e Flores) 
Extrato etanólico bruto 
L929 1000 a 7,81 89,03 a 31,43 13,08 
RAW 264.7 125 a 1,95 57,79 a 11,58 3,46 
Fração Hexânica 
L929                     1000 a 7,81         90,30 a 16,32 15,34 
RAW 264.7 125 a 3,90 62,71 a 14,70 6,27 
Fração Diclorometânica 
L929 1000 a 7,81 93,88 a 20,14 29,29 
RAW 264.7 125 a 0,97 90,71 a 29,94 1,02 
Fração Hidroalcoólica 
L929 1000 a 125 83,76 a 27,62 176,8 
 RAW 264.7 125 a 62,5 69,24 a 24,22 73,55 
Tabela 13: Resultados da avaliação da citotoxicidade do extrato etanólico bruto e frações das partes aéreas da espécie vegetal 
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish sobre células L929 e RAW 264.7. 
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Os resultados apresentam a avaliação de três experimentos independentes realizados em triplicata; *Fármaco padrão correspondente a atividade: Antitumoral: 
 
Paclitaxel; Tripanocida: Benzonidazol; Leishmanicida: Anfotericina B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Índices de Seletividade (IS) 
Atividade avaliada Linhagem/Cepa 
Extrato etanólico 
bruto 
Fração 
hexânica 
Fração 
diclorometânica 
Fração 
hidroalcoólica 
Fármaco 
padrão * 
 
Antitumoral 
MDA-MB-231 0,27 1,0 1,85 1,07 4,64 
A549 0,73 0,41 1,90 0,94 2,69 
Tripanocida Colombiana 0,06 0,12 0,30 0,77 2,03 
Leishmanicida 
M2269 0,03 0,52 0,96 0,76 2,20 
PP75 0,03 0,25 0,93 0,82 3,49 
Tabela 14: Valores dos Índices de Seletividade (IS) do extrato etanólico bruto e frações das partes aéreas de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish e seus respectivos padrões sobre células tumorais e parasitárias. 
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Entre as amostras estudadas, o extrato etanólico bruto promoveu um percentual de 
morte celular que variou de 89,03 a 31,43%, com faixa de concentração tóxica de 1000 a 7,81 
µg/mL e CC50 de 13,08 µg/mL para a linhagem L929 (Figura 34; Tabela 13). 
Semelhantemente, em estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, CUNHA 2016 
avaliou 12 extratos etanólicos brutos de diferentes espécies vegetais nativas do Bioma 
Cerrado, entre os quais, as folhas de Eremanthus erythropappus. A toxicidade foi testada 
também frente a fibroblastos (L929), sendo observado que o extrato desta espécie apresentou 
um percentual de morte celular variando de 92,4% a 83,5% (faixa de concentração 1000 a 
62,5 µg/mL) e IC50 de 50,63 µg/mL. Esses dados foram confirmados pelos resultados obtidos 
pelo presente estudo. Contudo, foi observada uma diferença no valor da CC50, provavelmente, 
devido à realização de uma nova coleta da espécie vegetal, seguida de nova extração e 
obtendo-se um novo extrato bruto. Segundo GOUVEA e colaboradores (2012), vários fatores 
podem alterar o metabolismo secundário das plantas, entre eles: temperatura, radiação UV, 
altitude e chuva; levando a alterações nas proporções relativas de metabólitos secundários 
entre espécimes coletados em diferentes épocas.  
Frente à linhagem RAW 264.7, o extrato etanólico bruto apresentou faixa de 
concentração significativamente ativa de 125 a 1,95 µg/mL, IC50 de 3,46 e percentual de 
morte celular variando de 57,79 a 11,58% (Figura 34; Tabela 13). 
O extrato etanólico bruto foi pouco seletivo frente às células tumorais e parasitárias, 
apresentando baixos IS, variando de 0,03 a 0,73 (Tabela 14), o que limitaria sua aplicação 
terapêutica. Contudo, considerando que o extrato bruto é uma mistura de substâncias, cujos 
efeitos tóxicos poderiam se somar, esses resultados estimularam o prosseguimento dos 
estudos deste trabalho, a fim de melhorar o perfil de atividade por meio do fracionamento 
e/ou isolamento da(s) substâncias(s) com ação antitumoral e antiparasitária, tentando reduzir 
assim sua citoxicidade. Os resultados obtidos para as frações são descritos a seguir. 
 
 
 
 
 
 
 
143 
 
 
Figura 34: Avaliação da citotoxicidade do extrato etanólico bruto das partes aéreas de 
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish sobre as linhagens L929 (células de mamífero) e 
RAW 264.7 (macrófagos), respectivamente. 
   
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (RPMI ou MEM+DMSO). (***) e (*) correspondem as diferenças significativas com p≤ 0,05 e 
p≤0,0001, respectivamente, considerando intervalo de confiança de 95%. 
A fração hexânica também foi significativamente tóxica para as L929, na faixa de 
concentração de 1000 a 7,81 µg/mL, com percentual de morte celular variando de 90,3 a 
16,32% e CC50 de 15,34 µg/mL (Figura 35; Tabela 13). Frente os macrófagos RAW 264.7, 
esta fração apresentou faixa de concentração significativamente ativa de 125 a 3,90 µg/mL, 
com percentual de morte celular variando entre 62,71 a 14,70% e CC50 de 6,27 µg/mL (Figura 
35; Tabela 13). A fração hexânica também apresentou valores de IS insatisfatórios, variando 
de 0,12 a 1,0 (Tabela 14), demonstrando falta de seletividade frente às células tumorais e 
parasitárias, uma vez que deveriam apresentar um IS de pelo menos 2,0. Esses valores são 
desejáveis, uma vez sugerem que a amostra teste seria pelo menos duas vezes mais ativo 
frente às células tumorais ou parasitas, consequentemente, menor efeito ela teria sobre as 
células normais. Contudo, mesmo diante da toxicidade observada para esta fração, foram 
identificados compostos como o palmitato de etila, o ácido linolênico e o linolenato de etila, e 
tais substâncias carecem de estudos frente atividades tripanocidas e leishmanicidas, além 
disso, isoladas poderiam manter-se ativas como na fração, além de apresentar menor 
toxicidade às células L929. 
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Figura 35: Avaliação da citotoxicidade da fração hexânica das partes aéreas de Eremanthus 
erythropappus (DC.) McLeish sobre as linhagens L929 (células de mamífero) e RAW 264.7 
(macrófagos), respectivamente. 
 
 
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (RPMI ou MEM+DMSO). (***) e (**) correspondem as diferenças significativas com p≤ 0,0001 e 
p≤0,01, respectivamente, considerando intervalo de confiança de 95%. 
 
A fração diclorometânica apresentou toxicidade para as L929 em todas as 
concentrações testadas, sendo a fração que mais reduziu a viabilidade destas células, com 
percentual de morte celular variando de 93,88 a 20,14% e CC50 de 29,29 µg/mL (Figura 36; 
Tabela 13). Frente à linhagem RAW 264.7, esta fração reduziu a viabilidade das células, 
sendo registrados percentuais de morte celular variando de 90,71 a 29,94% na faixa de 
concentrações significativamente ativas de 125 a 0,97 µg/mL e com CC50 de 1,02 (Figura 36; 
Tabela 13). Esta fração demonstrou valores de IS variando de 0,30 a 1,90 (Tabela 14), 
demonstrando toxicidade as células L929. Porém, a de se considerar que esta fração foi a mais 
promissora, frente às duas linhagens testadas. Ela apresentou IS de 1,85 frente à linhagem 
A549 e 1,90 frente à linhagem MDA-MB-231 (Tabela 14). Esses dados sugerem que apesar 
da citoxicidade observada para a fração diclorometânica, ela pode ser promissora para 
prosseguimento dos estudos de atividade antitumoral, uma vez que o próprio fármaco padrão 
(paclitaxel) apresentou valores de IS de apenas 2,69 frente à linhagem A549, sendo neste caso 
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uma substância pura. A baixa seletividade celular e, consequentemente, os efeitos citotóxicos, 
em geral, são características dos fármacos antitumorais. O próprio Paclitaxel é um bom 
exemplo, uma vez que, embora ele seja um fármaco clinicamente muito ativo, o mesmo 
apresenta inúmeros problemas clínicos que acarretam a sua toxicidade, entre eles, a baixa 
solubilidade do fármaco, o ajuste da dose e os solventes utilizados para a diluição dos mesmos 
(YARED & TKACZUK 2012). Em estudo realizado por RODRIGUES e colaboradores 
(2002), foi realizado o ensaio de toxicidade aguda in vivo em ratos Wistar do paclitaxel 
comercial e de uma formulação de paclitaxel incorporada à emulsão de colesterol (LDE) e, 
observaram que quando administradas doses de ambas as drogas, foi notado que o paclitaxel 
comercial apresentou uma maior toxicidade quando comparada ao paclitaxel-LDE, com DL50 
de 31,8 mg/kg e 324 mg/kg respectivamente.  
Outro fármaco antitumoral bastante conhecido pela sua toxicidade é a Cisplatina, 
principalmente, apresentando como principal problema a nefrotoxicidade. LEITE (2010) 
avaliou a toxicidade aguda in vivo em camundongos Swiss da cisplatina livre e incorporada a 
lipossomas, nos quais a administração da cisplatina livre na dose de 10 mg/kg induziu alta 
mortalidade (60%) dos camundongos, enquanto que, os camundongos tratados com cisplatina 
incorporada a lipossomas em dose similar (12 mg/kg) não acarretou em nenhuma morte. 
Além disso, reações como diarréia, ataxia e fraqueza também foram observadas em todos os 
camundongos que foram administrados com cisplatina livre, em contrapartida não foi 
observado para a forma lipossomal. Mostrando que substâncias carreadas em 
nanotransportadores podem apresentar menores efeitos citotóxicos às células, sendo assim 
uma forma de contornar toxicidade de compostos isolados. 
Semelhantemente, SOARES & FABRI (2011) avaliaram a atividade citotóxica do 
extrato diclorometânico das folhas da espécie Eremanthus erythropappus frente a Larvas de 
Artemia salina (náuplios) e observaram que esta fração apresentou potente efeito tóxico sobre 
as larvas, com uma CL50 de 64,7µg/mL, corroborando os resultados observados no presente 
estudo para esta espécie. Nesta fração foi identificada a substância hidroquinona e, esta já é 
demonstrada por apresentar citotoxicidade frente células de mamífero. POIRIER et al., (2002) 
também mostraram efeito consideravelmente tóxico desta substância frente à proliferação de 
linfócitos T e B. 
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Figura 36: Avaliação da citotoxicidade da fração diclorometânica das partes aéreas de 
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish sobre as linhagens L929 (células de mamífero) e 
RAW 264.7 (macrófagos), respectivamente. 
  
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (RPMI ou MEM+DMSO). (***) corresponde a diferença significativa com p≤0,0001, considerando 
intervalo de confiança de 95%. 
A avaliação da citotoxicidade da fração hidroalcoólica frente à linhagem L929 
apresentou faixa de concentração citotóxica de 1000 a 125 µg/mL, percentual de morte celular 
variando de 83,76 a 27,62% e CC50 de 176,8 µg/mL (Figura 37; Tabela 13). Para a linhagem 
RAW 264.7 a faixa de concentração ativa foi de 125 a 62,5 µg/mL, com percentuais de morte 
de 69,24 a 24,22% e CC50 de 73,55 (Figura 37; Tabela 13). Os valores de IS para esta fração 
variaram de 0,76 a 1,07 (Tabela 14), demonstrando, assim como os demais extratos, que a 
fração hidroalcoólica também se apresentou bastante citotóxica para os fibroblastos de 
mamíferos, levando a valores de IS insatisfatórios. O gênero Eremanthus é descrito por 
apresentar em sua constituição fitoquímica a presença de flavonóides (LOBO et al., 2012; 
VICHNEWSKI et al., 1999;  BOHLMANNet  al.,  1980) e, estes já são relatados por serem 
altamente  tóxicos, tendo sua dose terapêutica próxima da tóxica (PICMAN1986; SCHMIDT, 
1999). Compostos pertencentes a esta classe, como a quercetina e a rutina foram identificadas 
na fração hidroalcoólica da E. erythropappus, sugerindo que podem estar envolvidas na 
citoxicidade observada. Por exemplo, MITTRA et al., (2000) ao avaliarem a quercetina, 
observaram toxicidade frente células normais humanas, levando a apoptose em células T. Em 
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outro estudo, BRUNALE et al., (2007) observou efeito citotóxico da quercetina frente 
linhagens de fibroblastos de pulmão de hamster (V79), apresentando IC50 de 450µM, para a 
rutina, o autor também observou toxicidade, contudo um pouco mais baixa, em que, na 
concentração de 800 µM, as células apresentaram 70% de viabilidade. 
 
Figura 37: Avaliação da citotoxicidade da fração hidroalcoólica das partes aéreas de 
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish sobre as linhagens L929 (células de mamífero) e 
RAW 264.7 (macrófagos), respectivamente. 
  
  
Os resultados foram expressos como média do percentual de viabilidade celular ± desvio padrão de três 
experimentos, realizados em triplicata e estes foram comparados com os resultados obtidos para o controle de 
crescimento (RPMI ou MEM+DMSO). (***) corresponde a diferença significativa com p≤0,0001, considerando 
intervalo de confiança de 95%. 
Corroborando os resultados aqui apresentados, SOUSA e colaboradores (2008) 
testaram a citotoxicidade do óleo essencial das folhas jovens e adultas de Eremanthus 
erythropappus frente às larvas de Artemia salina e, observaram efeito citotóxico, com CL50 de 
9,60 µg/mL e 9,25µg/mL, respectivamente para as folhas jovens e adultas. SOUSA et al. 
(2008b), também avaliaram a toxicidade do óleo essencial das folhas de E. erythropappus  em  
camundongos  (in  vivo), detectando uma significativa toxicidade, com uma DL50 de 2,90 
g/Kg. Espécies da mesma família botânica também apresentaram efeitos citotóxicos frente 
células de mamífero, por exemplo, UENO e colaboradores (2018) avaliaram a toxicidade de 
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compostos isolados da espécie Baccharis retusa DC. (Asteraceae) frente células L929 e 
observaram que, o ácido ent-15β-senecioyloxy-kaur-16-en-19-oic, isolado da planta, 
apresentou elevada toxicidade para as células, com CC50 de 189.7 μM. 
SILVA (2015) avaliou o perfil químico e citotóxico das folhas de Zanthoxylum 
riedelianum Engl. frente a células de rim de macaco (linhagem LLC MK2), observando efeito 
tóxico, com CC50 de 116,3 µg/mL. É importante ressaltar, que neste estudo, o composto 
majoritário identificado nesta espécie foi à molécula de Fitol, classe dos terpenoides, que 
também foi identificada na fração hexânica em nosso presente estudo (Tabela 1 – Anexo B), 
sugerindo que tal composto pode estar relacionado com os efeitos citotóxicos observados para 
estas espécies vegetais. 
Da mesma forma, os compostos pertencentes à classe dos ácidos e ésteres de ácidos 
graxos, como ácido palmítico e o ácido linolênico (Tabela 1 – Anexo B) também podem estar 
participando do processo citotóxico sobre as células de mamífero. Foram identificadas 
também as substâncias ácido palmítico, palmitato de etila, fitol, ácido linolênico e linolenato 
de etila na fração hexânica; hidroquinona na fração diclorometânica e; quercetina e rutina na 
fração hidroalcoólica (Tabela 1 – Anexo B). RODRIGUES (2015) ao avaliar a composição 
química e atividade citotóxica do extrato metanólico de torta de Jatropha curcas L. 
(Euforbiacea) sobre células do rim bovino (MDBK) observou toxicidade, com CC50 de 832,35 
µg/mL. Neste estudo, substâncias também pertencentes à classe dos ácidos e ésteres de ácidos 
graxos (ácido palmítico e ácido linolênico) também foram identificadas e, podem estar 
envolvidas na toxicidade sobre as células de mamífero, uma vez que ambas as espécies de 
plantas apresentam em sua composição tais constituintes bioativos. 
Não foram encontrados na literatura, estudos que avaliassem a toxicidade de espécies 
do gênero Eremanthus frente linhagens de macrófagos. Contudo, em espécies vegetais da 
mesma família botânica já são relatados diversos efeitos citotóxicos em diferentes linhagens 
celulares de macrófagos, sendo então comum para espécies desta família Asteraceae. Por 
exemplo, ABU-DARWISH e colaboradores (2016) avaliaram a atividade citotóxica do óleo 
essencial de Artemisia judaica L. frente à linhagem de macrófagos RAW 264.7 e foi 
observada uma redução significativa na viabilidade destas células em três das quatro 
concentrações avaliadas (0,32; 0,64 e 1,25 µg/mL). 
Em outro estudo, POLITI et al., (2016) avaliaram entre outras, a atividade citotóxica 
de três extratos etanólicos da espécie Tagetes patula L. (Asteraceae) frente macrófagos 
murinos (linhagem J774). Os autores observaram que todos os extratos foram altamente 
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tóxicos para as células, eliminando quase 100% dos macrófagos, especialmente o extrato 
APEtOH 70% (com 96,24% de lise celular). 
Em conjunto, os resultados indicam que tanto o extrato etanólico bruto quanto suas 
respectivas frações, obtidas a partir das folhas e flores (partes aéreas) da espécie E. 
erythropappus apresentaram promissoras atividades antitumoral, antiparasitária e 
antimicrobiana, sendo que algumas concentrações se apresentaram superiores aos fármacos 
padrões em relação a redução a viabilidade celular. Contudo, tanto o extrato bruto como as 
frações mostraram elevada toxicidade frente às células normais de mamífero, uma vez que, 
mesmo se tratando de frações obtidas da partição, as mesmas ainda se tratam de uma mistura 
de constituintes químicos, sendo o isolamento de substâncias o ideal para tentar contornar tal 
toxicidade. Nesse contexto, é importante lembrar que espécies pertencentes ao gênero 
Eremanthus são comumente utilizadas na medicina popular, sendo as cascas do caule usadas 
na forma de chá, preparados em forma de decocto e, utilizadas como antimicrobiano, 
antiulceroso, cicatrizante e anti-inflamatório (MESSIAS 2015). Contudo, isso não significa 
que a espécie não possa ser utilizada pela população, uma vez que mais estudos devem ser 
realizados a fim de verificar a sua real toxicidade, utilizando diferentes modelos in vivo e in 
vitro, inclusive com o produto na forma mais semelhante ao uso popular. Porém, estes 
resultados servem de alerta para a população, para que os mesmos não as utilizem em doses 
elevadas, uma vez que podem ser citotóxicos como observado no presente estudo. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 
O presente estudo permitu ampliar o conhecimento científico da espécie 
Eremanthus erythropappus (DC) McLeish, tanto em relação a sua constituição química 
quanto em relação à suas atividades biológicas, contribuindo para a valorização de plantas 
do bioma Cerrado, proveniente do município de Diamantina/MG, inserido na região do 
Vale do Jequitinhonha.  De uma forma geral, os dados obtidos permitiram: 
 
a) demonstrar nas partes áreas da Eremanthus erythropappus a presença de oito 
metabólitos secundários (ácido palmítico, palmitato de etila, fitol, ácido linolênico, 
linolenato de etila, hidroquinona, quercetina e rutina) distribuídos em diferentes classes 
químicas (ácidos graxos e seus ésteres, terpenoides, compostos fenólicos e flavonóides). 
Sendo importante ressaltar, que alguns compostos como o fitol, ácido linolênico, 
linolenato de etila, hidroquinona e rutina foram demonstrados pela primeira vez nesta 
espécie. 
 
b) o extrato etanólico bruto e suas respectivas frações hexânica, diclorometânica e 
hidroalcoólica apresentaram elevada citotoxicidade tanto sobre fibroblastos de 
camundongos (linhagem L929), quanto sobre a linhagem de macrófagos RAW 264.7. A 
espécie E. erythropappus é utilizada na medicina popular no tratamento de úlceras e 
infecções, como anti-inflamatória, antibacteriana, adstringente e agente cicatrizante. 
Considerando a toxicidade observada, torna-se importante o prosseguimento de estudos 
químicos e biológicos mais aprofundados, avaliando-a em modelos mais relacionados 
ao seu uso popular, eliminando assim potenciais riscos a saúde de quem as utilizam. 
Além disso, esses resultados sugerem que a aplicação terapêutica desta planta, 
provavelmente, se torna difícil devido a alta toxicidade observada, principalmente em 
relação à fração diclorometânica, que foi a fração mais tóxica dentre as avaliadas e, na 
qual foi identificada a hidroquinona, que já é descrita por apresentar efeito citotóxico 
em células de mamífero. 
 
c) na avaliação da atividade antitumoral, foi observado que o extrato e frações 
apresentaram atividade significativa frente ambas as linhagens. Considerando eficácia em 
relação ao paclitaxel, redução da viabilidade celular e IC50, todos os extratos foram 
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promissores. Contudo, apenas a fração diclorometânica apresentou melhores valores de 
IS,  que mesmo sendo inferiores a IS > 2 devem ser considerados, uma vez que a baixa 
seletividade celular e os efeitos citotóxicos são características dos fármacos 
antitumorais. Os demais extratos apresentaram valores de IS muito insatisfatórios, 
demonstrando falta de seletividade para células de tumor e limitando sua atividade 
terapêutica. Na fração diclorometânica foi identificada a substância hidroquinona, cujos 
análogos já haviam sido associados a essa atividade, não revelando, portanto, um novo 
potencial, mas somente corroborando estudos previamente realizados. Contudo, na 
análise do perfil químico desta fração, realizada pelo CG/EM, foi observado outros 
picos majoritários não identificados e, diante disso, outros componentes podem estar 
presentes nesta fração, necessitando de novas elucidações para identificação de supostos 
compostos. 
 
d)     em relação à atividade tripanocida, o extrato e frações foram muito efetivos 
contra este parasito em todas as maiores concentrações testadas, destacando-se a fração 
hidroalcoólica, que apresentou melhores valores de eficácia e redução da viabilidade 
deste parasito, superiores ao fármaco padrão, benzonidazol. Contudo, nenhum dos 
extratos se mostraram seletivos para o T. cruzi, sendo bastante citotóxicos (IS < 2) para 
as células de mamífero. Nesta fração foram identificados os compostos quercetina e 
rutina, dos quais já são descritos por apresentar atividade tripanocida, reforçando a idéia 
de que os mesmos podem estar atuando na atividade observada, mas não revelando 
novas alternativas já que outros estudos já demonstraram previamente esta atividade. Na 
análise do perfil quiímico da fração hidroalcoólica, a partir do HPLC-UV, também 
foram observados outros picos de alta intensidade no cromatograma e, estes podem ser 
referentes a outros metabólitos presentes nesta fração, contudo, diante da escasses de 
padrões de referência, não foi possível identificar novos compostos. Portanto, novas 
análises são necessárias, a fim de levar a identificação de novas moléculas a partir desta 
fração. 
 
e)     a avaliação da atividade leishmanicida do extrato bruto e frações 
demonstrou que todos os extratos também apresentaram significativa atividade contra as 
duas cepas. Sendo as frações diclorometânica e hidroalcoólica as que apresentaram 
melhores resultados, tanto em termos de eficácia (quando comparadas a anfotericina B), 
quanto na capacidade em reduzir a viabilidade parasitária. Contudo, da mesma forma  
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que foi observada para as outras atividades biológicas, aqui também foi observado baixo 
IS para todos os extratos e frações testados. A hidroquinona identificada na fração 
diclorometânica apresenta análogos já associados a essa atividade e; a quercetina e a 
rutina, identificadas na fração hidroalcoólica também já são demonstradas por 
apresentarem ação leishmanicida, não revelando, portanto, uma nova alternativa, mas 
somente corroborando estudos previamente realizados. 
 
 
f) na avaliação da atividade antibacteriana, apenas o extrato etanólico bruto e as 
frações hexânica e diclorometânica apresentaram-se ativas frente alguma bactéria 
testada. Na fração hexânica e diclorometânica foram demonstrados a presença de 
compostos como o ácido linolênico, fitol, linolenato de etila, palmitato de etila, ácido 
palmítico e hidroquinona, e estes já são relatados por apresentarem ação antibacteriana, 
confirmando estudos já descritos para estas substâncias. Da mesma forma que foi 
relatado para a fração diclorometânica, na análise fitoquímica da fração hexânica, 
realizada no CG/EM também foram demonstrados diferentes picos no cromatograma, 
que podem representar diferentes substâncias, mas, que não foram identificados neste 
estudo e, novas análises são necessárias, a fim de levar a elucidação e identificação de 
novas moléculas a partir desta fração. 
 
 
g) no ensaio de atividade antifúngica, tanto o extrato bruto quanto suas frações 
apresentaram-se ativas  frente alguma cepa leveduriforme e, assim como outros estudos 
já demonstram, as substâncias identificadas nestas frações podem estar envolvidas na 
atividade observada frente as cepas fúngicas.   
 
 
Diante do exposto, foi possível observar que muitos dos compostos identificados nas 
frações são relatados pela primeira vez nesta espécie vegetal, contudo, praticamente todos 
estes metabólitos secundários já são descritos por demonstrarem atividade frente os ensaios 
propostos, exceto o palmitato de etila, o ácido linolênico e o linolenato de etila, identificados 
na fração hexânica e, que já são descritos por apresentarem ação antimicrobiana e antitumoral, 
porém, carecem de estudos frente atividades tripanocidas e leishmanicidas, sendo necessário 
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dar prosseguimento aos estudos fitoquímicos desta fração, com o intuito de isolar tais 
substâncias e, realizar posterior análise biológica frente tais atividades, uma vez que, as 
substâncias isoladas poderão permanecer com as atividades observadas e, talvez serem menos 
citotóxicas para as células de mamífero. Além disso, as análises químicas não conseguiram 
identificar todos os compostos presentes nas amostras devido a sua complexidade, alguns 
presentes até de forma expressiva em frações que apresentaram boa atividade (fração 
hexânica e diclorometânica), assim novas análises são necessárias a fim de determinar melhor 
a associação dos constituintes das frações com as atividades observadas e seu potencial. 
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7. PERSPECTIVAS  
 
 
Os resultados observados demonstraram o potencial que as frações obtidas do extrato 
etanólico bruto de E. erythropappus apresentaram frente as atividades propostas, abrindo 
novas perspectivas para a realização de novos ensaios biológicos com possíveis compostos 
isolados que ainda carecem de estudos frente algumas atividades. 
Além disso, todas as frações foram muito tóxicas para as células de mamífero, o que 
levou a valores de IS insatisfatórios, considerando as diferentes atividades avaliadas e, o 
isolamento de tais substâncias poderia contornar tal problema, visto que a substância 
responsável pela citotoxicidade dos extratos pode não ser a mesma responsável pela atividade 
biológica, o que melhoraria os IS. 
 Diante disso, é de grande interesse dar prosseguimento aos estudos frente à espécie E. 
erythropappus, uma vez que novos metabólitos secundários podem vir a ser identificados e 
isolados nestas frações.  No presente trabalho, não foi possível identificar substâncias a partir 
das análises em RMN e, em outras técnicas como CLAE-EM-EM podem levar a identificação 
e posterior isolamento de compostos ainda não descritos para a espécie, além daqueles que já 
foram identificados e, que ainda carecem de atividades biológicas. Logo, alguns metabólitos 
secundários ainda necessitam de avaliação frente algumas atividades biológicas, como por 
exemplo, o palmitato de etila, o ácido linolênico e o linolenato de etila, que já são relatados 
por apresentarem ação antimicrobiana e antitumoral, contudo carecem de estudos frente 
atividades tripanocidas e leishmanicidas e, estes podem vir a serem candidatos promissores no 
desenvolvimento de novos fármacos. 
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ANEXO A 
 
Figura 1: Autorização de Acesso ao Patrimônio Genético e Conhecimento Tradicional 
Associado. 
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ANEXO B
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Análise Fitoquímica 
Fração Compostos identificados Classe Método de 
identificação 
Hexânica 
Ácido n-hexadecanoico (ácido palmítico) Ácido graxo CG/EM 
Hexadecanoato de etila (palmitato de etila) Éster de Ácido graxo CG/EM 
3,7,11,15-tetramethyl-2-hexadecen-1-ol (Fitol) Terpenóide (Diterpeno) CG/EM 
Ácido linolênico Ácido graxo CG/EM 
Linolenato de etila Éster de Ácido graxo CG/EM 
Diclorometânica 
 
                         Hidroquinona Compostos fenólicos (quinona reduzida) CG/EM 
   
Hidroalcoólica 
                         Quercetina                  Flavonóide         CLAE-UV 
                            Rutina                  Flavonóide         CLAE-UV 
Tabela 1: Análise Fitoquímica das frações obtidas da partição do extrato etanólico bruto das partes aéreas de Eremanthus erythopappus  
(DC.) McLeish. 
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Figura 1: Espectro de RMN 
1
H da sub-fração (F10) da fase diclorometânica de Eremanthus erythropappus McLeish. 
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Figura 2: Espectro de RMN 
13
C da sub-fração (F10) da fase diclorometânica de Eremanthus erythropappus McLeish. 
 
